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ROZPORZADZENIE WYKONAWCZE KOMISJI (UE) 2024/771
z dnia 29 lutego 2024 r.

zmieniajace rozporzadzenie (WE) nr 152/2009 ustanawiajgce metody pobierania prébek
i dokonywania analiz do cel6w urzedowej kontroli pasz

(Tekst majacy znaczenie dla EOG)

KOMISJA EUROPEJSKA,
uwzgledniajac Traktat o funkcjonowaniu Unii Europejskiej,

uwzgledniajgc rozporzadzenie Parlamentu Europejskiego i Rady (UE) 2017/625 z dnia 15 marca 2017 r. w sprawie kon-
troli urzedowych i innych czynnosci urzgdowych przeprowadzanych w celu zapewnienia stosowania prawa zywnoscio-
wego i paszowego oraz zasad dotyczacych zdrowia i dobrostanu zwierzat, zdrowia roélin i Srodkéw ochrony roslin, zmie-
niajace rozporzadzenia Parlamentu Europejskiego i Rady (WE) nr 999/2001, (WE) nr 396/2005, (WE) nr 1069/2009, (WE)
nr 1107/2009, (UE) nr 1151/2012, (UE) nr 652/2014, (UE) 2016/429 i (UE) 2016/2031, rozporzadzenia Rady (WE)
nr 1/2005 i (WE) nr 1099/2009 oraz dyrektywy Rady 98/58/WE, 1999/74/WE, 2007/43/WE, 2008/119/WE
i2008/120/WE, oraz uchylajace rozporzadzenia Parlamentu Europejskiego i Rady (WE) nr 854/2004 i (WE) nr 882/2004,
dyrektywy Rady 89/608/EWG, 89/662/EWG, 90/425/EWG, 91/496/EWG, 96/23WE, 96/93/WE i 97/78/WE oraz decyzje
Rady 92/438/EWG (rozporzadzenie w sprawie kontroli urzedowych) ('), w szczegdlnosci jego art. 34 ust. 6,

a takze majac na uwadze, co nastepuje:

(1) W rozporzadzeniu Komisji (WE) nr 152/2009 (3) ustanowiono metody pobierania probek i dokonywania analiz do
celéw urzedowej kontroli pasz.

(2)  Metody pobierania prébek i dokonywania analiz ustanowione rozporzadzeniem (WE) nr 152/2009 nalezy dostoso-
wal w $wietle rozwoju wiedzy naukowej i technologicznej. Niniejsze rozporzadzenie powinno wprowadzi¢ kilka
drobnych zmian, aby uwzgledni¢ do§wiadczenia zwiazane ze stosowaniem metody analizy lub doprecyzowad nie-
ktore przepisy.

(3)  Metoda pobierania probek opisana w rozporzadzeniu (WE) nr 152/2009 nie jest odpowiednia do pobierania probek
w celu kontroli zanieczyszczenia mikrobiologicznego i w zwigzku z tym jest wylaczona z zakresu stosowania.
W wyniku zmiany wprowadzonej rozporzadzeniem Komisji (UE) nr 691/2013 (}) metoda ta nie byla juz wyraznie
wylaczona z zakresu stosowania, co doprowadzito do pewnych niejasnosci, w zwigzku z czym nalezy ponownie
wyraznie wylaczy¢ ja z zakresu stosowania.

(4)  Nalezy wprowadzi¢ przepisy szczeg6towe dotyczace pobierania probek pasz oferowanych do sprzedazy przez pod-
mioty dzialajace na rynku pasz za pomoca Srodkéw porozumiewania si¢ na odleglosé, z uwagi na to, ze sprzedaz
pasz za pomocg Srodkéw porozumiewania si¢ na odleglo§¢ rosnie. Przepisy dotyczace niepewnosci pomiaru anali-
tycznego i odzysku, ktére obowiazuja w przypadku analizy substancji niepozadanych, nalezy réwniez wprowadzi¢
w odniesieniu do analizy zawartosci dodatkoéw paszowych, gdyz sg one réwniez istotne dla tej kwestii. W $wietle
dowoddéw na to, Ze stosowanie metody analizy do oznaczania mocznika poza zakresem zezwolenia na jego stoso-
wanie jako dodatku paszowego prowadzi do nieprawidlowych wynikéw analitycznych, nalezy okresli¢ zakres tej
metody oraz doda¢ informacje na temat oceny metody i wynikéw poréwnania miedzylaboratoryjnego.

(5)  Nalezy skresli¢ kilka metod analizy ustanowionych rozporzadzeniem (WE) nr 152/2009, poniewaz nie spelniajg juz
one zamierzonego celu. Nalezy skreslié metodg analizy stuzaca do oznaczania lotnych zasad amonowych oraz
metode oznaczania weglandw, poniewaz w unijnym prawodawstwie paszowym nie ma juz wymogu prawnego kon-
troli zgodnosci. Obecna metoda analizy w celu oznaczania diklazurilu zawiera bledy redakcyjne, w zwigzku z czym
nie dostarcza wiarygodnych wynikow analitycznych. Nalezy ja zatem zastapi¢ dostosowana metoda, ktéra pozwala
uzyska¢ wiarygodne wyniki. Nowe metody analizy wolnego i catkowitego gossypolu dostarczyly dowodéw na to,
ze metoda analizy stuzaca do oznaczania wolnego i catkowitego gossypolu ustanowiona rozporzadzeniem (WE)

() DzU.L9527.42017,s. 1.

() Rozporzadzenie Komisji (WE) nr 152/2009 z dnia 27 stycznia 2009 r. ustanawiajace metody pobierania probek i dokonywania analiz
do celéw urzedowej kontroli pasz (Dz.U. L 54 z 26.2.2009, s. 1).

() Rozporzadzenie Komisji (UE) nr 691/2013 z dnia 19 lipca 2013 r. zmieniajgce rozporzadzenie (WE) nr 152/2009 w odniesieniu do
metod pobierania prébek i dokonywania analiz (Dz.U. L 197 z 20.7.2013, s. 1).
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nr 152/2009 nie daje wiarygodnych wynikéw i w zwigzku z tym nalezy ja skresli¢ i zastapi¢ odniesieniem do norm
europejskich (normy EN). Nalezy skresli¢ metody analizy do celéw kontroli nielegalnej obecnosci w paszy dodatkéw,
ktére juz nie sg dopuszczone, poniewaz od tego czasu opracowano bardziej czule metody badan przesiewowych
i metody analizy.

Oprécz metod analizy opisanych w zalacznikach do niniejszego rozporzadzenia nalezy wprowadzi¢ odniesienie do
norm EN do stosowania w ramach kontroli urzgdowe;j.

Poniewaz rozporzadzeniem wykonawczym Komisji (UE) 2021/2047 () zezwolono na stosowanie nowego dodatku
paszowego amprolium, w zalaczniku IV do rozporzadzenia (WE) nr 152/2009 nalezy doda¢ metode analizy do
oznaczania amprolium.

Poniewaz zmiany w rozporzadzeniu (WE) nr 152/2009 sa istotne i odnosza si¢ do wielu przepisow zawartych
w zalgcznikach do tego rozporzadzenia, nalezy, dla zachowania przejrzystosci, zastapi¢ te zalgczniki w calosci.

Srodki przewidziane w niniejszym rozporzadzeniu sa zgodne z opinig Stalego Komitetu ds. Roslin, Zwierzat, Zyw-
nosci i Pasz,

PRZYJMUJE NINIEJSZE ROZPORZADZENIE:

Artykut 1

Zmiany w rozporzadzeniu (WE) nr 152/2009

W rozporzgdzeniu (WE) nr 152/2009 wprowadza si¢ nastepujace zmiany:

1)

art. 1 akapit pierwszy otrzymuje brzmienie:

,Pobieranie prébek do celéw urzedowej kontroli pasz, w szczeg6lnosci w zakresie oznaczania sktadnikéw, w tym mate-
rialu zawierajacego organizmy zmodyfikowane genetycznie, skladajacego si¢ z nich lub produkowanego z nich, dodat-
kow paszowych zdefiniowanych w rozporzadzeniu (WE) nr 1831/2003 Parlamentu Europejskiego i Rady (*) oraz nie-
pozadanych substancji zdefiniowanych w dyrektywie 2002/32/WE Parlamentu Europejskiego i Rady (*¥)
przeprowadzane jest zgodnie z metodami opisanymi w zalaczniku I z wyjatkiem pobierania prébek do celéw kontroli
zanieczyszczenia mikrobiologicznego.

(*) Rozporzadzenie (WE) nr 1831/2003 Parlamentu Europejskiego i Rady z dnia 22 wrze$nia 2003 r. w sprawie
dodatkéw stosowanych w zywieniu zwierzat (Dz.U. L 268 z 18.10.2003, s. 29).

(**) Dyrektywa 2002/32/WE Parlamentu Europejskiego i Rady z dnia 7 maja 2002 r. w sprawie niepozadanych sub-
stancji w paszach zwierzecych (Dz.U. L 140 z 30.5.2002, s. 10).”;

zalgcznik I zastepuje sie tekstem znajdujacym sie w zalgczniku I do niniejszego rozporzadzenia;

zalacznik II zastepuje si¢ tekstem znajdujacym si¢ w zalaczniku II do niniejszego rozporzadzenia;

zalgcznik 111 zastepuje sie tekstem znajdujacym sie w zalaczniku IIT do niniejszego rozporzadzenia;

zalacznik IV zastepuje si¢ tekstem znajdujacym si¢ w zalaczniku IV do niniejszego rozporzadzenia;

zalgcznik V zastepuje sie tekstem znajdujacym sie w zalaczniku V do niniejszego rozporzadzenia;

zalgcznik VII zastepuje sie tekstem znajdujacym sie w zataczniku VI do niniejszego rozporzadzenia;

uchyla si¢ zalgcznik VIIL

Rozporzadzenie wykonawcze Komisji (UE) 2021/2047 z dnia 23 listopada 2021 r. dotyczace zezwolenia na stosowanie chlorowo-
dorku amprolium (COXAM) jako dodatku paszowego dla kurczat rzeznych i kurczat odchowywanych na kury nioski (posiadacz zez-
wolenia: HuvePharma NV) (Dz.U. L 418 z 24.11.2021, s. 13).
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Artykut 2
Wejscie w Zycie

Niniejsze rozporzadzenie wchodzi w Zycie dwudziestego dnia po jego opublikowaniu w Dzienniku Urzgdowym Unii Europej-
skiej.

Niniejsze rozporzadzenie wigze w calosci i jest bezposrednio stosowane we wszystkich pan-
stwach czlonkowskich.

Sporzadzono w Brukseli dnia 29 lutego 2024 r.

W imieniu Komisji
Przewodniczgca
Ursula VON DER LEYEN
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ZALACZNIK I

+ZALACZNIK I
METODY POBIERANIA PROBEK

1. CEL I ZAKRES

Prébki przeznaczone do urzgdowej kontroli pasz pobierane s3 zgodnie z metodami opisanymi ponizej. Probki
otrzymane w ten sposob uwaza si¢ za reprezentatywne dla kontrolowanych czesci.

Celem reprezentatywnego pobierania probek jest uzyskanie niewielkiej frakcji partii w sposéb gwarantujacy, ze
oznaczenie jakiejkolwiek cechy szczegdlnej tej frakeji stanowi $rednig cech calej partii. Probki danej partii pobiera
si¢ poprzez wielokrotne pobieranie probek pierwotnych w réznych miejscach partii. Probki pierwotne sa aczone
poprzez ich zmieszanie w celu stworzenia prébki zbiorczej, z ktorej przygotowuje si¢ reprezentatywne probki
koncowe poprzez podzial reprezentatywny.

Jezeli z kontroli wzrokowej lub inaczej uzyskanych istotnych informacji wynika, ze czgsci paszy, z ktérej majg by¢
pobrane probki, réznia si¢ jakoscia od pozostalej czesci paszy z tej samej partii, czesci te oddziela si¢ od pozosta-
lej czesci paszy i traktuje jako oddzielng podpartie. Jezeli podzial paszy na oddzielne podpartie nie jest mozliwy,
nalezy pobraé probki z paszy jako z jednej partii. W takim przypadku informacj¢ o tym zamieszcza si¢ w sprawoz-
daniu z pobierania prébek.

Jezeli pasza, z ktérej pobrano prébki zgodnie z przepisami niniejszego rozporzadzenia, zostaje uznana za niespel-
niajacg wymogow UE i jest ona czeScig partii paszy tej samej klasy lub o takim samym opisie, uznaje sie, Ze cata
pasza nalezaca do tej partii nie spetnia tych wymogéw, chyba ze z przeprowadzonej szczegdtowej oceny wynika,
ze nie ma dowod6w wykazujacych, ze pozostata cze$¢ partii nie spelnia wymogéw UE.

Pobieranie probek moze réwniez obejmowac pasze oferowane do sprzedazy przez podmioty dzialajace na rynku
pasz za posrednictwem $rodkéw porozumiewania si¢ na odlegto$¢ zgodnie z art. 11 ust. 3 rozporzadzenia Parla-
mentu Europejskiego i Rady (WE) nr 767/2009 (!). Pobieranie prébek pasz oferowanych do sprzedazy za pomoca

srodkéw porozumiewania si¢ na odlegtos¢ podlega co do zasady punktom okreslonym w niniejszym zalgczniku.
Szczegbtowe aspekty pobierania probek paszy sprzedawanej na odleglo$¢ opisano w pkt 11.

2. DEFINICJE
— Partia: okre$lona ilo$¢ paszy majaca wspdlne cechy, takie jak pochodzenie, odmiana, rodzaj opakowania,
pakujacy, wysylajacy lub etykietowanie, a w przypadku procesu produkcyjnego — jednostka produkcyjna
wytworzona w jednym zakladzie z wykorzystaniem jednolitych parametréw produkcyjnych lub pewna ilosé
takich jednostek, w przypadku gdy sg one produkowane w sposéb ciagly i przechowywane razem.

— Kontrolowana czg$¢: partia lub okreslona czes$¢ partii lub podpartii.

— Prébka zapieczetowana: probka zapieczetowana w sposéb uniemozliwiajacy dostep do niej bez zlamania lub
usunigcia pieczeci.

— Prébka pierwotna: ilo$¢ pobrana z jednego miejsca kontrolowanej czesci.
— Probka zbiorcza: sumaryczna ilo$¢ pierwotnych prébek pobranych z tej samej kontrolowanej czesci.
— Prébka zredukowana: cz¢$¢ probki zbiorczej otrzymana z niej w procesie reprezentatywnej redukcji.

— Probka koficowa: czg$¢ probki zbiorczej (wymieszanej), probki zredukowanej lub zhomogenizowanej probki
zbiorczej, w zaleznosci od rodzaju kontroli (zob. pkt 9.4.).

— Prébka laboratoryjna: probka przeznaczona do celéw laboratoryjnych (otrzymana przez laboratorium), ktéra
moze by¢ probka koncowa, zredukowang lub zbiorczg.

— Probka paszy sprzedawanej na odleglo$é: probka partii paszy oferowanej do sprzedazy za posrednictwem
srodkéw porozumiewania si¢ na odleglos¢.

(") Rozporzadzenie Parlamentu Europejskiego i Rady (WE) nr 767/2009 z dnia 13 lipca 2009 r. w sprawie wprowadzania na rynek i sto-

sowania pasz, zmieniajgce rozporzadzenie (WE) nr 1831/2003 Parlamentu Europejskiego i Rady i uchylajace dyrektywe
Rady 79/373/EWG, dyrektywe Komisji 80/511/EWG, dyrektywy Rady 82/471/EWG, 83/228/EWG, 93/74/EWG, 93/113]WE
1 96/25/WE oraz decyzj¢ Komisji 2004/217/WE (Dz.U. L 229 z 1.9.2009, s. 1).
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4.1.

4.2.

4.2.1.

4.2.1.1.

4.2.1.2.

4.2.2.

4.2.3.

PRZEPISY OGOLNE
— Proébki pobierane sg przez osoby upowaznione do tego celu przez wlasciwy organ.

— W odniesieniu do probki paszy sprzedawanej na odleglos¢ wlasciwy organ zwraca si¢ do podmiotu dziataja-
cego na rynku pasz o przekazanie okreslonej iloici paszy za pomocg Srodkéw porozumiewania si¢ na odleg-
losé.

— Prébka musi by¢ zapieczgtowana w spos6b uniemozliwiajacy dostep do niej bez ztamania lub usunigcia pie-
czeci.

Znak pieczeci musi by¢ fatwo identyfikowalny i widoczny.

— Identyfikacja probki: probka musi by¢ oznaczona w sposdb trwaly i by¢ zidentyfikowana w sposéb pozwala-
jacy na jej jednoznaczne powigzanie ze sprawozdaniem z pobierania probek.

— Z kazdej probki zbiorczej lub zredukowanej pobiera si¢ nastepujace probki koficowe: nalezy pobrac jedng do
celéw kontroli (kontrola przestrzegania przepiséw) i druga dla podmiotu dzialajacego na rynku pasz (probka
do celéw obrony). Jedna dodatkowa prébka konicowa moze zosta¢ pobrana do celéw referencyjnych. Jezeli
kompletna prébka zbiorcza zostaje zhomogenizowana, prébki koficowe pobierane sa ze zhomogenizowanej
probki zbiorczej, chyba ze procedura taka jest sprzeczna z przepisami panstw cztonkowskich dotyczacymi
praw podmiotu dzialajacego na rynku pasz.

— Zgodnie z art. 15 ust. 1 i 2 rozporzadzenia (UE) 2017625, jezeli jest to konieczne do przeprowadzenia urze-
dowego pobierania probek, w przypadku gdy wymagaja tego wlasciwe organy, podmioty dzialajace na rynku
pasz:

— zapewniajg personelowi wlasciwych organéw dostep do wyposazenia znajdujacego si¢ pod ich kontrolg,
w tym w razie potrzeby udostepniaja odpowiedni sprzet do pobierania prébek i $rodki ochrony indywi-
dualne;j;

— pomagajg personelowi wlasciwych organéw i wspélpracujg z nim w celu umozliwienia pobierania prébek,
w tym udostepniaja pasz¢ personelowi wlasciwych organéw.

APARATURA I SPRZET

Sprzet do pobierania probek musi by¢é wykonany z materiatéw, ktére nie zanieczyszcza kontrolowanego pro-
duktu. Sprzet przeznaczony do wielokrotnego uzytku musi by¢ fatwy do utrzymania w czysto$ci w celu uniknie-
cia zanieczyszczenia krzyzowego.

Sprzet zalecany do pobierania prébek pasz statych
Reczne pobieranie probek
Szufelka do pobierania probek o plaskim dnie i prostopadtych $ciankach bocznych

Ostrze probiercze z dlugg szczeling lub z przegrédkami. Wymiary ostrza probierczego musza by¢ dostosowane
do charakterystyki kontrolowanej czesci (glgboko$¢ pojemnika, wymiary worka itp.) i do wielkosci czastek paszy.

Jezeli ostrze probiercze ma kilka otworéw, w celu zagwarantowania pobierania probek w réznych miejscach
wzdluz ostrza otwory powinny by¢ oddzielone przegrédkami lub nalezy zastosowa naprzemienne otwory roz-
mieszczone sekwencyjnie.

Mechaniczne pobieranie prébek

Stosowne urzadzenie mechaniczne moze by¢ uzyte do pobierania probek paszy w ruchu. Urzadzenie mecha-
niczne uznaje si¢ za wlasciwe, jezeli pobiera si¢ probki co najmniej z calego odcinka przeptywu.

Pobieranie probek paszy w ruchu (przy duzym nat¢zeniu przeplywu) moze by¢ prowadzone przy uzyciu automa-
tycznych urzadzen.

Rozdzielacz

Jezeli jest to mozliwe i stosowne, w celu przygotowania probek zredukowanych w sposéb reprezentatywny powi-
nien by¢ stosowany sprzet przeznaczony do rozdzielania probki w przyblizeniu na réwne czgsci.

ELL http://data.europa.eu/elijreg_impl/2024/771/oj
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5.1.

WYMOGI ILOSCIOWE DOTYCZACE LICZBY PROBEK PIERWOTNYCH

— Wymogi iloéciowe okreslone w pkt 5.1 i 5.2, dotyczace liczby prébek pierwotnych, majg zastosowanie do
kontrolowanych czesci do wielkosci maksymalnie 500 ton, ktdre moga by¢ kontrolowane w reprezentatywny
sposob. Opisana metoda pobierania prébek jest wazna réwniez w odniesieniu do ilo$ci wigkszych niz podana
wielkos¢ maksymalna kontrolowanej czgsci, pod warunkiem Zze zignorowana zostanie maksymalna liczba
prébek pierwotnych podana w tabelach ponizej w pkt 5.1.1, 5.1.3 i 5.1.5, liczba prébek pierwotnych zostanie
okreslona poprzez zastosowanie wzoru pierwiastkowego podanego w stosownej czesci procedury (zob. pkt
5.3), a minimalna wielko§¢ prébki zbiorczej zostanie proporcjonalnie zwickszona. Powyzsze nie stoi na prze-
szkodzie podzieleniu duzej partii na mniejsze podpartie i pobraniu probek z kazdej podpartii zgodnie z proce-
dura opisang w pkt 5.115.2.

— Wielko$¢ kontrolowanej czgsci musi umozliwiaé pobranie probek kazdej czesci skladowe;j.

— W odniesieniu do bardzo duzych partii lub podpartii (> 500 ton) oraz partii transportowanych lub przecho-
wywanych w spos6b uniemozliwiajacy pobranie prébek zgodnie z procedurg przewidziang w pkt 5.1 i 5.2
niniejszego rozdziatu stosuje si¢ metodg pobierania probek przewidziang w pkt 5.3.

— W przypadku prébek paszy sprzedawanej na odleglo$¢ wlasciwy organ na ogét nie ma informacji na temat
wielko§¢ partii, z ktdrej prosi o przekazanie okreslonej ilosci. W zwigzku z tym nie mozna zastosowal
metody, o ktérej mowa w pkt 5.1 5.2. W takim przypadku stosuje si¢ metodg opisang w pkt 11.

— Jezeli podmiot dzialajacy na rynku pasz jest prawnie zobowigzany do spetnienia wymogéw niniejszego rozpo-
rzadzenia w ramach obowigzkowego systemu monitorowania, moze on odej$¢ od spelnienia wymogow ilos-
ciowych przewidzianych w niniejszym punkcie w celu uwzglednienia charakterystyki operacyjnej pod warun-
kiem ze wykaze, w spos6b wymagany przez wlasciwy organ, réwnowazno$¢ metody pobierania probek pod
wzgledem reprezentatywnosci oraz po zatwierdzeniu przez wlasciwy organ.

— W wyjatkowych przypadkach, jezeli spelnienie wymogéw iloSciowych metody pobierania probek nie jest
mozliwe ze wzgledu na wystapienie nieakceptowalnego komercyjnego uszkodzenia partii (ze wzgledu na
formy opakowan, srodki transportu, sposéb przechowywania itp.), mozliwe jest zastosowanie alternatywnej
metody pobierania probek, pod warunkiem ze jest ona mozliwie jak najbardziej reprezentatywna, w pelni opi-
sana i udokumentowana.

Wymogi ilo$ciowe dotyczace prébek pierwotnych w odniesieniu do kontroli substancji lub produktéw
jednolicie rozmieszczonych w paszy

Pasze state luzem

Rozmiar kontrolowanej czgsci Minimalna liczba probek pierwotnych

< 2,5 tony 7

> 2,5 tony V' (dwudziestokrotnosci liczby ton stanowigcych kontrolowana
czesé) (*) , do 40 prébek pierwotnych

(*) Jezeli uzyskana liczba jest ufamkiem, zaokragla si¢ ja w gére do najblizszej liczby catkowitej.

Pasze plynne luzem

Rozmiar kontrolowanej czgsci Minimalna liczba probek pierwotnych

< 2,5 tony lub < 2 500 litréw 4 (%

> 2,5 tony lub > 2 500 litréw 7 ()

(*) Jezeli nie jest mozliwe uzyskanie homogenicznej cieczy, nalezy zwigkszy¢ liczbe probek pierwotnych.
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5.2.

Pasze opakowane

Pasze (stale i plynne) moga by¢ pakowane w torby, worki, puszki, beczki itd., okreslone w ponizszej tabeli jako
»jednostki«. Duze jednostki (= 500 kg lub litréw) musza by¢ kontrolowane zgodnie z przepisami dotyczacymi
paszy luzem (zob. 5.1.115.1.2).

Rozmiar kontrolowanej czgéci Minimalna liczba jednostek, z kt()rych naleZy*pobrac’ (co najmniej) jedna
probke pierwotng (*)
1-20 jednostek 1 jednostka (**)
21-150 jednostek 3 jednostki (**)
151-400 jednostek 5 jednostek (*¥)
> 400 jednostek V4 \ (liczby jednostek stanowigcych kontrolowang czesé) (%) , do
40 jednostek

(*) W przypadku gdy otwarcie jednostki moze wplynaé na analiz¢ (np. fatwo psujace si¢ mokre pasze), probka pierwotna jest
nieotwarta jednostka.

(* W przypadku jednostek, ktérych zawarto$¢ nie przekracza 1 kg lub 1 litra, probka pierwotng jest zawarto$¢ jednej orygi-
nalnej jednostki.

(***) Jezeli uzyskana liczba jest utamkiem, zaokragla si¢ ja w gére do najblizszej liczby catkowite;.

Bloki paszy i lizawki mineralne

Kontroli nalezy podda¢ co najmniej jeden blok lub jedna lizawke na kontrolowang cze$¢ obejmujaca 25 jednostek,
maksymalnie do czterech blokéw lub lizawek.

W przypadku blokéw lub lizawek wazacych maksymalnie 1 kg probka pierwotng jest zawarto$¢ jednego bloku
lub jednej lizawki.

Pasze objgtosciowe i widkniste

Rozmiar kontrolowanej cze$ci Minimalna liczba probek pierwotnych (*)
< 5 ton 5
> 5 ton V  (pigciokrotnosci liczby ton stanowiacych kontrolowana
czesé) (**), do 40 probek pierwotnych

(*) Uznaje sig, ze w niektorych sytuacjach (np. kiszonki) nie jest mozliwe pobranie wymaganej liczby probek pierwotnych bez
nieakceptowalnego uszkodzenia partii. W takich sytuacjach mozna zastosowal alternatywng metodg pobierania probek —
opracowano wytyczne dotyczace pobierania probek takich partii, ktore sa dostepne pod adresem https://food.ec.europa.euf
system/files/2016-10/animal-feed-guidance_documents_691_2013_en.pdf

(**) Jezeli uzyskana liczba jest utamkiem, zaokragla si¢ ja w gore do najblizszej liczby catkowitej.

Wymogi iloSciowe dotyczace préobek pierwotnych w odniesieniu do kontroli sktadnikéw lub substancji,
ktére mogg nie by¢ jednolicie rozmieszczone w paszy

Wymogi ilosciowe dotyczgce préobek pierwotnych nalezy stosowaé w nastepujacych przypadkach:

— kontrola aflatoksyn, sporyszu zyta, innych mikotoksyn i szkodliwych zanieczyszczen botanicznych w materia-
fach paszowych,

— kontrola zanieczyszczenia krzyzowego przez skladnik, w tym material modyfikowany genetycznie, lub sub-
stancje, ktére moga nie by¢ jednolicie rozmieszczone w paszy.

Jezeli organ kontrolny podejrzewa, ze niejednolite rozmieszczenie ma miejsce rowniez w przypadku zanieczy-
szczenia krzyzowego przez skladnik lub substancje w mieszankach paszowych, mozna zastosowaé wymogi ilos-
ciowe okreslone w tabeli ponizej.

ELL http://data.europa.eu/elijreg_impl/2024/771/oj
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Rozmiar kontrolowanej czgsci Minimalna liczba prébek pierwotnych

< 80 ton Zob. wymogi iloSciowe w pkt 5.1. Liczbe prébek pierwotnych,
ktére nalezy pobraé, mnozy si¢ przez 2,5.

> 80 ton 100

5.3. Wymogi ilo§ciowe dotyczace probek pierwotnych w przypadku bardzo duzych partii

W przypadku duzych kontrolowanych czgsci (> 500 ton) liczba prébek pierwotnych, ktére nalezy pobraé, wynosi
40 probek pierwotnych + v ton w odniesieniu do kontroli substancji lub produktéw jednolicie rozmieszczonych
w paszy lub 100 prébek pierwotnych + \ ton w odniesieniu do kontroli sktadnikéw lub substancji, ktére moga
nie by¢ jednolicie rozmieszczone w paszy.

6. WYMOGI ILOSCIOWE DOTYCZACE PROBKI ZBIORCZE]

Wymagana jest jedna prébka zbiorcza na kontrolowang czesc.

Rodzaj paszy Minimalna wielko$¢ probki zbiorczej (¥) (*%)
6.1. Pasze luzem 4 kg
6.2. Pasze pakowane 4 kg (***)
6.3. Pasze plynne lub pélplynne 4 litry
6.4. Bloki paszy lub lizawki mineralne:
6.4.1. o wadze wigkszej niz 1 kg 4 kg
6.4.2. o wadze nie wigkszej niz 1 kg waga czterech oryginalnych blokéw lub
lizawek
6.5. Pasze objetosciowe i widkniste 4 kg (¥***)

(*)  Jezeli kontrolowana jest pasza o wysokiej wartosci, moze zosta¢ pobrana mniejsza probka zbiorcza, pod warunkiem ze
zostanie to opisane i udokumentowane w sprawozdaniu z pobierania probek.

(**)  Zgodnie z przepisami rozporzadzenia Komisji (UE) nr 619/2011 z dnia 24 czerwca 2011 r. ustanawiajacego metody
pobierania probek i dokonywania analiz do celéw urzedowej kontroli paszy pod katem wystgpowania materiatu gene-
tycznie zmodyfikowanego, dla ktérego procedura wydawania zezwolenia jest w toku lub dla ktérego zezwolenie wygasto
(Dz.U. L 166 z 25.6.2011, s. 9), probka zbiorcza do kontroli wystgpowania materialu genetycznie zmodyfikowanego
musi zawiera¢ co najmniej 35 000 nasion/ziaren. Oznacza to, ze w przypadku kukurydzy wielko§¢ prébki zbiorczej
musi wynosi¢ co najmniej 10,5 kg, za$ soi — 7 kg. W przypadku innych nasion i ziaren, takich jak jeczmien, proso,
owies, ryz, Zyto, pszenica i rzepak, wielko$¢ prébki zbiorczej wynoszaca 4 kg odpowiada ponad 35 000 nasion/ziaren.

(***) W przypadku paszy opakowanej, w zaleznosci od rozmiaru indywidualnych jednostek, moze nie by¢ mozliwe uzyskanie
4 kg probki zbiorczej.

(***¥) W przypadku pasz objetosciowych i widknistych o malej gestosci wlasciwej (np. siano, stoma) prébka zbiorcza powinna
mie¢ wielko§¢ co najmniej 1 kg.

7. WYMOGI ILOSCIOWE DOTYCZACE PROBEK KONCOWYCH

Prébki koricowe

Wymagana jest analiza co najmniej jednej probki koricowej. llo$¢ probki koricowej potrzebnej do analizy jest nie
mniejsza niz:
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8.1.

8.2.

8.2.1.

Pasze stale 500 g () (%) (%) (00

Pasze plynne lub pélptynne 500 ml (¥)

(*)  Zgodnie z przepisami rozporzadzenia (UE) nr 619/2011 prébka koficowa do celéw kontroli wystepowania materiatu
genetycznie zmodyfikowanego musi zawiera¢ co najmniej 10 000 nasion/ziaren. Oznacza to, ze w przypadku kukurydzy
wielko$¢ prébki koncowej musi wynosi¢ co najmniej 3 000 g, za$ soi — 2 000 g. W przypadku innych nasion i ziaren
takich jak jeczmieni, proso, owies, ryz, Zyto, pszenica i rzepak wielko$¢ prébki koncowej wynoszaca 500 g odpowiada
ponad 10 000 nasion|ziaren.

(*)  Jezeli probka zbiorcza jest znacznie mniejsza niz 4 kg lub litry (zob. przypisy do pkt 6), moze zostaé pobrana mniejsza
probka koficowa, pod warunkiem ze zostanie to opisane i udokumentowane w sprawozdaniu z pobierania prébek.

(***) W przypadku pobierania prébek nasion roslin straczkowych, ziaren zbéz i orzechéw z drzew orzechowych w celu ozna-
czania pozostalosci pestycydow minimalna wielkos¢ probki koricowej wynosi 1 kg zgodnie z przepisami dyrektywy
Komisji 2002/63/WE z dnia 11 lipca 2002 r. ustanawiajacej wspdlnotowe metody pobierania probek do celéw urzgdo-
wej kontroli pozostalosci pestycydéw w produktach pochodzenia roslinnego i zwierzecego oraz na ich powierzchni
oraz uchylajacej dyrektywe 79/700 (Dz.U. L 187 2 16.7.2002, s. 30).

(***¥) W przypadku badania w drodze kontroli wzrokowej lub mikroskopii ilo$¢ prébki koficowej do badania wynosi 1 kg.

METODA POBIERANIA PROBEK ‘W PRZYPADKU BARDZO DUZYCH PARTII LUB PARTII PRZECHOWYWANYCH LUB
TRANSPORTOWANYCH W SPOSOB POWODUJACY, ZE POBIERANIE PROBEK 7 CALE] PARTII NIE JEST MOZLIWE

Zasady ogélne

Jezeli sposdb transportu lub przechowywania partii uniemozliwia pobieranie prébek pierwotnych z calej partii,
probki powinny w miarg mozliwosci by¢ pobierane z partii w ruchu.

W przypadku duzych magazynéw przeznaczonych do przechowywania paszy podmioty nalezy zacheca¢ do
instalowania w nich sprzetu umozliwiajacego (automatyczne) pobieranie prébek z calej przechowywanej partii.

W przypadku stosowania metod pobierania probek przewidzianych w niniejszym punkcie podmiot dzialajacy na
rynku pasz lub jego przedstawiciel jest informowany o metodzie pobierania probek. Jezeli metoda ta zostanie
zakwestionowana przez podmiot dzialajacy na rynku pasz lub jego przedstawiciela, umozliwiaja oni wlasciwemu
organowi pobieranie probek w calej partii na koszt podmiotu.

Duze partie transportowane statkiem

Dynamiczne pobieranie probek z duzych partii transportowanych statkiem

Prébki z duzych partii na statkach powinny by¢ w miare mozliwosci pobierane, gdy produkt jest w ruchu (dyna-
miczne pobieranie prébek).

Prébki pobiera si¢ w podziale na ladownie (jednostke, ktorg mozna fizycznie rozdzieli¢). Ladownie sa jednak
oprézniane czedciowo jedna po drugiej, wiec poczatkowy podziat fizyczny nie wystepuje po przetransportowaniu
do miejsca przechowywania. Probki mozna zatem pobiera w ramach poczatkowego podziatu fizycznego lub
w ramach podziatu po transporcie do miejsca przechowywania.

Rozladunek statku moze trwa¢ kilka dni. Zasadniczo prébki nalezy pobieraé w regularnych odstgpach czasu pod-
czas calego rozladunku. Jednakze nie zawsze jest mozliwe lub stosowne, aby urzedowy inspektor byt obecny przy
pobieraniu prébek podczas calego rozladunku. Dlatego zezwala si¢ na pobieranie probek z czgsci partii (kontrolo-
wana cz¢$¢). Liczbe prébek pierwotnych okresla si¢ poprzez uwzglednienie rozmiaru kontrolowanej czesci.

W przypadku pobierania prébek czesci partii paszy tej samej klasy lub o takim samym opisie, jezeli cze$¢ ta zos-
taje uznana za niespelniajaca wymogéw UE, uznaje si¢, ze cala pasza nalezaca do tej partii nie spelnia tych wymo-
26w, chyba ze z przeprowadzonej szczegdtowej oceny wynika, ze nie ma dowodéw wykazujacych, ze pozostala
cz¢$¢ partii nie spelnia wymogdéw UE.

Nawet jezeli urzgdowa prdbka jest pobierana automatycznie, obecnos¢ inspektora jest wymagana. Jednakze jezeli
probki pobierane sg automatycznie przy wczesniejszym ustawieniu parametréw, ktérych nie mozna zmienié
w procesie pobierania probek, za$ probki pierwotne zbierane s3 do zapieczgtowanego pojemnika, co uniemozli-
wia ewentualne oszustwa, wowczas obecno$¢ inspektora jest wymagana tylko na poczatku pobierania probek,
przy kazdej zmianie pojemnika i pod koniec pobierania prébek.

ELL http://data.europa.eu/elijreg_impl/2024/771/oj

9/129



PL Dz.U. L z 15.3.2024

8.2.2.  Statyczne pobieranie prébek z partii transportowanych statkiem

Jezeli pobieranie probek odbywa si¢ w sposéb statyczny, nalezy zastosowaé procedure przewidziang dla miejsc
przechowywania (siloséw) dostepnych od gory (zob. pkt 8.4.1).

Probki muszg by¢ pobierane z dostgpnej czesci partii/tadowni (od goéry). Liczbe prébek pierwotnych okresla sig
poprzez uwzglednienie rozmiaru kontrolowanej czesci. W przypadku pobierania probek czgsci partii paszy tej
samej klasy lub o takim samym opisie, jezeli cz¢$¢ ta zostaje uznana za niespelniajgcg wymogéw UE, uznaje sig,
ze cala pasza nalezgca do tej partii nie spelnia tych wymogdw, chyba ze z przeprowadzonej szczegélowej oceny
wynika, Ze nie ma dowodéw wykazujacych, Ze pozostata czgs¢ partii nie spelnia wymogéw UE.

8.3. Pobieranie prébek z duzych partii przechowywanych w magazynach

Prébki muszg by¢ pobierane z dostepnej czgsci partii. Liczbe probek pierwotnych okresla si¢ poprzez uwzglednie-
nie rozmiaru kontrolowanej cze$ci. W przypadku pobierania prébek czesci partii paszy tej samej klasy lub
o takim samym opisie, jezeli cz¢$¢ ta zostaje uznana za niespelniajgca wymogéw UE, uznaje sig, ze cala pasza
nalezaca do tej partii nie spelnia tych wymogéw, chyba ze z przeprowadzonej szczegétowej oceny wynika, ze nie
ma dowodow wykazujacych, ze pozostata czgs¢ partii nie spelnia wymogéw UE.

8.4. Pobieranie prébek z miejsc przechowywania (siloséw)

8.4.1.  Pobieranie probek z silosow (tatwo) dostepnych od gory

Prébki muszg by¢ pobierane z dostepnej czgsci partii. Liczbe probek pierwotnych okresla si¢ poprzez uwzglednie-
nie rozmiaru kontrolowanej cze$ci. W przypadku pobierania prébek czesci partii paszy tej samej klasy lub
o takim samym opisie, jezeli cz¢S¢ ta zostaje uznana za niespelniajgca wymogéw UE, uznaje sig, ze cala pasza
nalezaca do tej partii nie spelnia tych wymogéw, chyba ze z przeprowadzonej szczegétowej oceny wynika, ze nie
ma dowodéw wykazujacych, ze pozostala czes¢ partii nie spelnia wymogéw UE.

8.4.2.  Pobieranie probek z siloséw niedostgpnych od géry (siloséw zamknigtych)

8.4.2.1. Silosy niedostgpne od géry (silosy zamknigte) o rozmiarze > 100 ton

Pasze przechowywane w takich silosach nie mogg by¢ kontrolowane w sposéb statyczny. Jezeli zatem muszg by¢
pobrane prébki z paszy przechowywanej w silosie i nie ma mozliwosci jej przeniesienia, nalezy uzgodni¢ z pod-
miotem, Ze poinformuje on inspektora o roztadunku silosu w celu umozliwienia pobrania probek paszy w ruchu.

8.4.2.2. Silosy niedostepne od géry (silosy zamknigte) o rozmiarze < 100 ton

Metoda pobierania probek polega na umieszczeniu 50-100 kg w pojemniku i pobraniu z niego prébki. Wielkosé
probki zbiorczej odpowiada wielkosci calej partii, a liczba probek pierwotnych odpowiada ilosci pobranej z silosu
do pojemnika w celu pobrania prébek. W przypadku pobierania prébek czesci partii paszy tej samej klasy lub
o takim samym opisie, jezeli cze$¢ ta zostaje uznana za niespelniajaca wymogéw UE, uznaje sie, ze cala pasza
nalezaca do tej partii nie spelnia tych wymogéw, chyba ze z przeprowadzonej szczegélowej oceny wynika, ze nie
ma dowodéw wykazujacych, ze pozostala czes¢ partii nie spelnia wymogéw UE.

8.5. Pobieranie prébek z paszy luzem w duzych zamknigtych pojemnikach
Prébki z takich partii czgsto moga by¢ pobrane dopiero po roztadunku. W niektérych przypadkach nie jest moz-

liwy roztadunek w miejscu przywozu lub kontroli, w zwigzku z czym prébki powinny zosta¢ pobrane w momen-
cie roztadunku takich pojemnikéw.

9. INSTRUKCJE POBIERANIA, PRZYGOTOWANIA I PAKOWANIA PROBEK

9.1. Wskazowki ogélne

Prébki nalezy pobierac i przygotowywacl bez zbednej zwloki, przy zachowaniu Srodkéw ostroznosci gwarantuja-
cych, ze produkt nie ulegnie zmianie lub zanieczyszczeniu. Stosowany sprzet, powierzchnie i pojemniki przezna-
czone na probki muszg by¢ czyste i suche.
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9.2.

9.2.1.

9.2.2.

9.2.3.

9.2.4.

9.2.5.

9.3.

9.4.

Probki pierwotne

Prébki pierwotne nalezy pobraé losowo z calej kontrolowanej czgsci, przy czym muszg by¢ one réwnomiernie
rozmieszczone i mie¢ w przyblizeniu jednakowa wielkos¢.

Wielko$¢ prébki pierwotnej wynosi co najmniej 100 g lub 25 g w przypadku pasz objetosciowych i widknistych
o malej gestosci wlasciwej.

Jezeli, zgodnie z metodg pobierania probek ustanowiong w pkt 8, pobranych ma zosta¢ mniej niz 40 probek
pierwotnych, wielko$¢ prébek pierwotnych ustala si¢ na podstawie wymaganej wielkoSci probki zbiorczej, jaka
nalezy osiagna¢ (zob. pkt 6).

W przypadku pobierania probek z malych partii opakowanej paszy, jezeli zgodnie z wymogami iloSciowymi
pobrana ma zosta¢ ograniczona liczba prébek pierwotnych, probka pierwotng jest zawarto$¢ jednej oryginalnej
jednostki, nieprzekraczajaca 1 kg lub litra.

W przypadku pobierania prébek paszy opakowanej, skladajacej si¢ z matych jednostek (np. < 250 g), wielkos¢
probki pierwotnej zalezy od wielkosci jednostki.

W przypadku probek paszy sprzedawanej na odleglo$¢ rozmiar prébki pierwotnej zalezy od wielkosci jednostki
i w indywidualnych przypadkach moze réwniez zawiera¢ mniej niz 100 g lub 100 ml.

Pasze luzem

W stosownych przypadkach probki moga by¢ pobierane, gdy kontrolowana czgs¢ paszy jest w ruchu (zatadunek
lub wyladunek).

Pasze opakowane

Po wybraniu wymaganej liczby jednostek w celu pobrania probek zgodnie z pkt 5 czes$¢ zawartosci kazdej jed-
nostki usuwa si¢ przy uzyciu prébnika lub szufli. W miarg potrzeby probki nalezy pobieraé po opréznieniu kaz-
dej jednostki oddzielnie.

Homogeniczne lub nadajgce si¢ do homogenizacji pasze plynne lub pdlplynne

Po wybraniu wymaganej liczby jednostek w celu pobrania prébek zgodnie z pkt 5 nalezy w razie potrzeby zho-
mogenizowa¢ zawarto$¢ i pobra¢ material z kazdej jednostki.

Prébki pierwotne moga by¢ pobierane w trakcie oprézniania zawartosci pojemnika.

Nienadajgce sig do homogenizacji pasze plynne lub pdtplynne

Po wybraniu wymaganej liczby jednostek w celu pobrania prébek zgodnie z pkt 5 nalezy pobraé prébki z réznych
poziomow.

Prébki moga by¢ takze pobierane w trakcie oprézniania pojemnikéw, przy czym pierwsze frakcje nalezy odrzucié.

W kazdym przypadku catkowita pobrana objeto$¢ nie moze by¢ mniejsza niz 10 litréw.

Bloki paszy i lizawki mineralne

Po wybraniu wymaganej liczby blokéw lub lizawek w celu pobrania probek zgodnie z pkt 5 nalezy pobra¢ czesé
kazdego bloku lub lizawki. Jezeli podejrzewa sig, Ze blok lub lizawka nie s3 homogeniczne, jako prébke mozna
pobra¢ caly blok lub lizawke.

W przypadku blokéw lub lizawek wazacych maksymalnie 1 kg probka pierwotng jest zawarto$¢ jednego bloku
lub jednej lizawki.

Przygotowanie probek zbiorczych

Probki pierwotne miesza si¢ w jedng probke zbiorczg.

Przygotowanie prébek koficowych

Materiat zawarty w prébce zbiorczej nalezy dokladnie wymieszac (3).

() Jakiekolwiek zbrylenia musza by¢ rozbite (jesli to konieczne — poprzez odseparowanie i zwrécenie do probki).
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Kazdg probke nalezy umiesci¢ w odpowiednim pojemniku. Nalezy podja¢ wszelkie Srodki ostroznosci, aby zapo-
biec zmianie skladu probki, zanieczyszczeniu lub sfalszowaniu, ktére moga nastgpi¢ w czasie transportu lub prze-
chowywania.

9.4.1.  Substancje rozmieszczone jednolicie

W przypadku kontroli sktadnikéw lub substancji jednolicie rozmieszczonych w paszy probka zbiorcza moze zos-
taé w sposob reprezentatywny zredukowana do co najmniej 2,0 kg lub 2,0 litréw (prébka zredukowana) (),
w miare mozliwosci przy uzyciu rozdzielacza mechanicznego lub automatycznego. W przypadku pobierania pro-
bek nasion roélin stragczkowych, ziaren zb6z i orzechdéw z drzew orzechowych w celu kontroli pozostatosci pesty-
cydéw minimalna wielko$¢ probki zredukowanej wynosi 3 kg. Jezeli charakter paszy nie zezwala na zastosowanie
rozdzielacza lub rozdzielacz nie jest dostepny, probka moze zostaé zredukowana metodg ¢wiartowania.

Z probki zbiorczej lub probek zredukowanych pobiera si¢ prébki koncowe (do celéw kontroli i obrony oraz
ewentualnie do celéw referencyjnych), ktére maja w przyblizeniu t¢ samg wielko$¢ i sg zgodne z iloSciowymi
wymaganiami okreslonymi w pkt 7.

9.4.2.  Substancje rozmieszczone niejednolicie

W przypadku kontroli skladnikéw, w tym materialu zmodyfikowanego genetycznie, lub substancji, ktére moga
nie by¢ jednolicie rozmieszczone w paszy, probka zbiorcza musi zostaé:

(i) calkowicie zhomogenizowana. Ze zhomogenizowanej probki zbiorczej pobiera si¢ nastgpnie probki koficowe
(do celéw kontroli i obrony oraz ewentualnie do celéw referencyjnych), ktére majg w przyblizeniu t¢ samg
wielkos¢ i s zgodne z ilo§ciowymi wymaganiami okreslonymi w pkt 7; lub

(i) zredukowana do co najmniej 2 kg lub 2 litréw (*) przy uzyciu rozdzielacza mechanicznego lub automatycz-
nego. Jedynie w przypadku gdy charakter paszy nie zezwala na zastosowanie rozdzielacza, w razie potrzeby
prébka moze zostaé zredukowana metodg ¢wiartowania. Do celéw kontroli wystepowania materialu gene-
tycznie zmodyfikowanego zgodnie z rozporzadzeniem (UE) nr 619/2011 probka zredukowana musi zawie-
ra¢ co najmniej 35 000 nasion|ziaren, tak aby umozliwi¢ uzyskanie probek koncowych — do celéw kontroli
przestrzegania przepiséw i obrony oraz ewentualnie do celéw referencyjnych — zawierajacych co najmniej
10 000 nasion/ziaren (zob. przypis (**) w pkt 6 i przypis (*) w pkt 7).

Z probki zredukowanej pobiera si¢ probki koncowe, ktore majg w przyblizeniu tg sama wielko$c i sg zgodne z ilos-
ciowymi wymaganiami okre§lonymi w pkt 7.

9.5. Opakowanie prébek
Pojemniki lub opakowania s3 zapieczgtowane i opatrzone etykieta w sposéb uniemozliwiajacy otwarcie bez zni-
szczenia pieczeci. Calo$¢ etykiety musi by¢ opieczgtowana. Ewentualnie probka moze zosta¢ umieszczona

w pojemniku, ktéry moze by¢ zamknigty w sposéb uniemozliwiajacy jego ponowne otwarcie bez nieodwracal-
nego uszkodzenia pojemnika, co zapobiega jego ponownemu uzyciu.

9.6. Wysylka préobek do laboratorium

Prébke wysyta si¢ bezzwlocznie do wyznaczonego laboratorium analitycznego wraz z informacjami niezbednymi
dla analityka.

10. PROTOKOL POBIERANIA PROBEK

Po kazdym pobraniu prébek nalezy sporzadzi¢ protokdl umozliwiajacy jednoznaczna identyfikacje kazdej kon-
trolowanej czesci i jej wielkosci.

W protokole zapisuje si¢ rowniez wszelkie przypadki odejscia od metody pobierania prébek przewidzianej
w niniejszym rozporzadzeniu.

Oproécz udostgpnienia protokotu urzegdowemu laboratorium kontrolnemu zostaje on réwniez udostgpniony pod-
miotowi dzialajacemu na rynku pasz i/lub laboratorium wyznaczonemu przez ten podmiot.

() Z wyjatkiem pasz objetosciowych i widknistych o malej gestosci wlasciwej.
(*) Z wyjatkiem pasz objetoSciowych i widknistych o malej gestosci whasciwej.
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11.

PROBKA PASZY SPRZEDAWANE] NA ODLEGLOSC

— W odniesieniu do probki paszy sprzedawanej na odleglo$¢ podmiot dzialajacy na rynku pasz proszony jest

o przekazanie okreslonej iloSci paszy za pomocg Srodkéw porozumiewania si¢ na odleglosé. W takim przy-
padku wystepujac o pasze, wlasciwy organ nie musi ujawnia¢ podmiotowi dzialajgcemu na rynku pasz swojej
urzedowej tozsamosci i moze wykorzystac inng tozsamos$¢ do jej ukrycia.

Prébka zbiorcza i probki koficowe z prébki paszy sprzedawanej na odleglo$¢ musza zosta¢ pobrane nie-
zwlocznie po otrzymaniu przesylki przez osoby upowaznione do tego celu. W celu wytworzenia probki
zbiorczej nalezy pobraé prébki pierwotne w sposéb losowy i réwnomierny z catkowitej otrzymanej ilosci
oraz starannie je wymiesza¢ lub podda¢ homogenizacji, w miar¢ mozliwosci zgodnie z zasadami ustanowio-
nymi w pkt 5 oraz w pkt 9.2 i 9.3. Jezeli pasza jest pakowana w pojedyncze jednostki, nalezy uzyska¢ co naj-
mniej 4 jednostki, z ktérych nalezy pobra¢ co najmniej jedng probke pierwotna. Jezeli zostanie wykazane
w poszczegdlnych przypadkach, ze otrzymane jednostki pochodzg z réznych partii, nalezy zmniejszy¢ liczbe
jednostek, z kt6rych pobiera si¢ probki, i ograniczy¢ ja do jednostek pochodzacych z tej samej partii. W przy-
padku analizy probki paszy sprzedawanej na odlegtos¢ pod katem skladnikéw lub substancji, ktére sg niejed-
nolicie rozmieszczone w paszy, liczba prébek pierwotnych musi by¢ co najmniej 2,5 razy wyzsza niz w przy-
padku probek analizowanych pod katem substancji réwnomiernie rozmieszczonych w paszy.

Nastepnie z prébki zbiorczej pobiera si¢ odpowiednie probki koficowe (do celéw kontroli i obrony oraz ewen-
tualnie do celéw referencyjnych), w miare mozliwosci zgodnie z zasadami ustanowionymi w pkt 9.4, a proto-
kot pobierania probek wskazuje, ze probka jest probka paszy sprzedawanej na odlegtosé. Wiasciwy organ nie-
zwlocznie informuje podmiot dzialajacy na rynku pasz o pobraniu prébek. Podmiot dziatajacy na rynku pasz
powiadamia si¢ réwniez, ze jedna prébka (do cel6w obrony) jest w miare mozliwosci przechowywana w okres-
lonym miejscu do jego dyspozycji przez wilasciwy organ, do celéw obrony, lub wysytana do podmiotu dziala-
jacego na rynku pasz lub do laboratorium wyznaczonego przez podmiot dzialajacy na rynku pasz zgodnie
z obowigzujacymi przepisami krajowymi.

Jezeli prébka jest wysylana bezposrednio do laboratorium urzedowego, probka koficowa musi zostaé przygo-
towana i zapiecz¢towana w laboratorium przez osoby upowaznione do tego celu lub w obecnosci 0séb upo-
waznionych do tego celu. Protokét pobierania probek paszy sprzedawanej na odleglosé nalezy przestaé nie-
zwlocznie po sporzadzeniu prébek koficowych do wlasciwego organu, ktéry informuje podmiot dzialajacy
na rynku pasz o pobraniu prébek.

Uwaza sie, ze ilo§¢ dostarczona wlasciwemu organowi przez podmiot dziatajacy na rynku pasz stanowi czesé
partii paszy tej samej klasy lub o tym samym opisie. Zgodnie z art. 15 rozporzadzenia (WE) nr 178/2002 Par-
lamentu Europejskiego i Rady (%), jezeli ta czgs¢ partii zostata zidentyfikowana jako niespelniajaca wymogdw
UE, zaklada si¢, réwniez w przypadku prébki paszy sprzedawanej na odleglodé, ze dotyczy to calej paszy
w tej partii, chyba ze po przeprowadzeniu szczegblowej oceny (w stosownych przypadkach podczas kontroli
na miejscu) nie ma dowoddéw na to, Ze pozostala czgs¢ partii nie spetnia wymogéw UE.”

() Rozporzadzenie (WE) nr 178/2002 Parlamentu Europejskiego i Rady z dnia 28 stycznia 2002 r. ustanawiajace og6lne zasady i wyma-

gania prawa zywnoSciowego, powolujace Europejski Urzad ds. Bezpieczenstwa Zywnosci oraz ustanawiajace procedury w zakresie
bezpieczenstwa zywnosci (Dz.U. L 31 z 1.2.2002, s. 1).

ELL http://data.europa.eu/elijreg_impl/2024/771/oj

13/129



PL Dz.U. L z 15.3.2024

ZALACZNIK I

SLALACZNIK 1T
PRZEPISY OGOLNE DOTYCZACE METODYKI ANALIZY PASZ
A. PRZYGOTOWANIE PROBEK DO ANALIZY

1. Cel

Procedury opisane w niniejszym zalaczniku dotycza przygotowania do badan prébek przesytanych do laboratoriéw
kontrolnych po pobraniu zgodnie z przepisami okreslonymi w zalgczniku L.

Prébki laboratoryjne musza by¢ przygotowane w taki sposéb, aby odwazone ilosci, jak przewidziano w metodyce
analizy, byly homogeniczne i reprezentatywne w odniesieniu do prébek koficowych.

Oprocz procedur opisanych w niniejszym zalaczniku nalezy postgpowaé zgodnie z wytycznymi dotyczacymi przy-
gotowywania prébek przewidzianymi w normie EN ISO 6498.

2. Niezbedne $rodki ostrozno$ci

Wybdr procedury przy przygotowaniu probek zalezy od stosowanej metodyki analizy oraz skfadnikéw lub substan-
qji, ktére majg zostaé poddane kontroli. Z tego wzgledu bardzo wazne jest, by wybrana procedura przygotowania
probki byta whasciwa w odniesieniu do stosowanej metody analizy oraz skladnikéw lub substancji, ktére majg zos-
ta¢ poddane kontroli.

Wszystkie konieczne czynnosci nalezy wykonywaé w taki sposob, aby zapobiec zanieczyszczeniu i zmianie skladu
probki do badan.

Mielenie, mieszanie i przesiewanie nalezy wykonywal bezzwlocznie, przy ograniczonym dostgpie powietrza
i $wiatla do prébki. Nie nalezy stosowaé mlynkéw i rozdrabniarek, ktére podczas pracy powoduja znaczace nagrze-
wanie probki do badan.

W przypadku pasz szczegdlnie wrazliwych na cieplo zaleca si¢ reczne rozdrabnianie. Ponadto zastosowany sprzet
nie moze stanowi¢ Zrédla zanieczyszczenia.

Wykazano, ze homogenizacja probki polegajaca na przygotowaniu zawiesiny poprzez wymieszanie z wodg w mie-
szalniku szybkoobrotowym pozwala uzyska¢ w niekt6rych przypadkach bardziej jednorodne podprébki niz w przy-
padku homogenizacji/mielenia na sucho, w szczeg6lnosci w przypadku niejednorodnie rozmieszczonych substancji
chemicznych. Homogenizacja poprzez wystarczajace mielenie na sucho moze jednak réwniez zapewnic jednorodne

podprébki.

W niektdrych przypadkach, np. w celu oznaczenia sporyszu zyta, szkodliwych zanieczyszczen botanicznych itp.,
homogenizacji probki nie mozna dokonaé poprzez mielenie, lecz przez wystarczajace zmieszanie prébki.

Jezeli przygotowanie probki nie moze by¢ przeprowadzone bez znacznych zmian poziomu jej wilgotnosci, poziom
ten oznacza si¢ przed przygotowaniem i po przygotowaniu prébki zgodnie z metods, o ktérej mowa w zalgczniku
III czes¢ A.

3. Sposéb postepowania

3.1.  Procedura ogdlna
Podwielokrotno$¢ do badan pobiera si¢ ze zhomogenizowanej probki koricowej. Stozkowanie i dzielenie na
¢wiartki nie sg zalecane, poniewaz moze to skutkowaé podwielokrotno$ciami do badari o duzym bledzie podziatu.
3.1.1. Pasze, ktére moga by¢ zmielone

— Probke koficowa wymieszaé oraz zgromadzi¢ w odpowiednim czystym, suchym pojemniku, wyposazonym
w szczelny korek. Wymieszaé ponownie w celu zagwarantowania pelnej homogenizacji bezposrednio przed
odwazeniem ilosci przeznaczonej do analizy (podwielokrotnosci do badan).

3.1.2. Pasze, ktére moga by¢ zmielone po wysuszeniu

— Jesli nie ustalono inaczej w metodyce analizy, wysuszy¢ prébke korficowa w celu obnizenia jej poziomu wilgot-
nosci do 8-12 %, zgodnie z procedurg wstepnego suszenia opisang pkt 4.3 metodyki oznaczania wilgotnosci,
o ktérej mowa w zalgczniku IIT cze$é A. Nastepnie postepowac zgodnie z procedurg wskazang w pkt 3.1.1.

14/129 ELL http://data.europa.eufelijreg_impl/2024/771/oj



Dz.U. L z 15.3.2024

PL

3.1.3.

3.1.4.

3.2.

Pasze plynne lub péiplynne

— Probke koncowa umiesci¢ w odpowiednim, czystym i suchym pojemniku, wyposazonym w szczelny korek.
Wymiesza¢ dokladnie w celu zagwarantowania pelnej homogenizacji bezpo$rednio przed odwazeniem ilosci
przeznaczonej do analizy (podwielokrotnosci do badan).

Inne pasze

— Prébki koncowe, ktdre nie mogg by¢ przygotowane zgodnie z jedng z powyzszych procedur, nalezy przygoto-
wac w taki sposéb, aby odwazone ilo$ci wymagane do analizy (podwielokrotno$¢ do badan) byly homogeniczne
i reprezentatywne dla prébki kofcowe;.

Procedura szczegdlna w przypadku badania w drodze kontroli wzrokowej lub mikroskopowej lub w przypadku gdy cata probka
zbiorcza jest zhomogenizowana

— W przypadku badania w drodze kontroli wzrokowej (bez mikroskopu) do badania stosuje si¢ calg probke zbior-
czg lub koricows.

— W przypadku badania mikroskopem laboratorium moze zredukowa¢ préobke zbiorczg lub zredukowaé prébke
zredukowang. Probki koficowe do celéw obrony oraz ewentualnie do celéw referencyjnych pobiera si¢ zgodnie
z procedurg réwnowazng procedurze pobierania probek w odniesieniu do prébki koicowej w celu kontroli
przestrzegania przepisow.

— Jezeli cala prébka zbiorcza jest zhomogenizowana, probki koncowe pobiera si¢ ze zhomogenizowanej prébki
zbiorczej.

— W celu oznaczenia sporyszu zyta i szkodliwych zanieczyszczefi botanicznych probke koncows nalezy podzielié
na dwie podprobki o réwnej masie okolo 500 graméw. Bada si¢ jedng podprobke. W przypadku gdy wynik
z podprobek jest rowny lub nizszy niz 50 % (prdg analityczny) najwyzszego dopuszczalnego poziomu, probka
jest zgodna z najwyzszym dopuszczalnym poziomem. Jezeli wynik przekracza 50 % najwyzszego dopuszczal-
nego poziomu, nalezy zbada¢ inna podprobke i wykorzysta¢ $rednia wynikéw z dwoch podprobek do spraw-
dzenia zgodnosci z najwyzszym dopuszczalnym poziomem.

Przechowywanie prébek

Probki nalezy przechowywal w temperaturze, ktora nie spowoduje zmiany ich skladu. Probki przeznaczone do
badania witamin lub substangji, ktére sg szczegdlnie wrazliwe na $wiatlo, nalezy przechowywaé w warunkach gwa-
rantujacych, ze $wiatlo nie wywrze na nie niekorzystnego wplywu.

B. PRZEPISY DOTYCZACE ODCZYNNIKOW I APARATURY UZYWANE] W METODYCE ANALIZY

Jezeli w metodyce analizy nie ustalono inaczej, wszystkie stosowane odczynniki musza mieé stopieri czystosci do
analizy. W przypadku analizy $ladowej czysto$¢ odczynnikéw nalezy sprawdzi¢ przez wykonanie préby Slepej.
Zaleznie od uzyskanych wynikéw moze by¢ konieczne dalsze oczyszczanie odczynnikow.

Jezeli w metodyce analizy nie podano konkretnego rozpuszczalnika lub rozcieniczalnika, w przypadku czynnosci
wymagajacych przygotowania roztworéw, rozcienczania, sptukiwania lub przemywania nalezy stosowaé wodeg. Co
do zasady nalezy stosowaé wodg¢ demineralizowang lub destylowang. W szczegé6lnych przypadkach wymienionych
w metodyce analizy wodg nalezy oczysci¢ w specjalny sposdb.

Ze wzgledu na aparature i sprzet, ktére zwykle stosuje si¢ w laboratoriach kontrolnych, w metodyce analizy wymie-
nia sig¢ tylko te aparature i sprzet, ktore wymagaja szczeglnego zastosowania lub maja specjalny charakter. Wszyst-
kie urzadzenia muszg by¢ czyste, zwlaszcza gdy s oznaczane bardzo male ilosci substancji.

C. STOSOWANIE METODYKI ANALIZY I WYRAZANIE WYNIKOW

Postepowanie ekstrakcyjne

W kilku metodach okreslono konkretne postgpowanie ekstrakcyjne. Z reguly mozna zastosowac inne postgpowanie
ekstrakcyjne niz to, o ktérym mowa w danej metodyce, pod warunkiem ze dowiedziono, iz w pordwnaniu z poste-
powaniem okre§lonym w metodyce stosowane postgpowanie ma réwnowazng wydajnos¢ ekstrakcji w odniesieniu
do analizowanej matrycy.
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2. Postepowanie oczyszczajace

W kilku metodach okreslono konkretne postgpowanie oczyszczajace. Z reguly mozna zastosowa¢ inne postgpowa-
nie oczyszczajace niz to, o ktérym mowa w danej metodyce, pod warunkiem ze dowiedziono, iz w poréwnaniu
z postepowaniem okreslonym w metodyce stosowane postepowanie daje rownowazne wyniki analityczne w odnie-
sieniu do analizowanej matrycy.

3. Liczba oznaczen

W przypadku analizy substancji niepozadanych, jezeli wynik pierwszego oznaczenia jest znacznie (o > 50 %) nizszy
niz warto$¢ ustalona w specyfikacji, nie sa konieczne dodatkowe oznaczenia, pod warunkiem ze stosowane jest
odpowiednie postepowanie w odniesieniu do jakosci. W innych przypadkach konieczna jest analiza powtérna (dru-
gie oznaczenie) w celu wykluczenia mozliwosci wewnetrznego zanieczyszczenia krzyzowego lub przypadkowego
wymieszania si¢ prébek. Srednia z tych dwoch oznaczen jest wykorzystywana do dalszej oceny.

W przypadku kontroli minimalnych lub najwyzszych dopuszczalnych pozioméw dodatkéw paszowych, jezeli
wyniki pierwszego oznaczenia przekraczaja minimalny poziom lub sg nizsze od najwyzszego dopuszczalnego
poziomu, dodatkowe oznaczenia nie sg konieczne, pod warunkiem Zze stosowane jest odpowiednie postgpowanie
w odniesieniu do jakosci. W innych przypadkach konieczna jest analiza powtdrna (drugie oznaczenie) w celu
wykluczenia mozliwosci wewnetrznego zanieczyszczenia krzyzowego lub przypadkowego wymieszania si¢ probek.
Srednia z tych dwoch oznaczen jest wykorzystywana do dalszej oceny.

W przypadku kontroli deklarowanej zawarto$ci substancji lub skladnika, jezeli wynik pierwszego oznaczenia
potwierdza deklarowang zawarto$¢, tj. wyniki analizy mieszczg si¢ w dopuszczalnym zakresie zmiennosci co do
deklarowanej zawartosci, nie s3 konieczne dodatkowe oznaczenia, pod warunkiem ze stosowane jest odpowiednie
postepowanie w odniesieniu do jakosci. W innych przypadkach konieczna jest analiza powt6rna (drugie oznacze-
nie) w celu wykluczenia mozliwosci wewnetrznego zanieczyszczenia krzyzowego lub przypadkowego wymieszania
si¢ probek. Srednia z dwéch oznaczen jest wykorzystywana do dalszej oceny (§redni wynik analizy miesci sig lub nie
miesci si¢ w dopuszczalnym zakresie zmiennosci deklarowanej zawartosci).

W niektorych przypadkach taki dopuszczalny zakres zmiennosci jest okreslony w przepisach, takich jak rozporzg-
dzenia Parlamentu Europejskiego i Rady (WE) nr 767/2009 i (UE) 2019/4 ().

4. Podawanie zastosowanych metod analizy w sprawozdaniu

W sprawozdaniu z analizy okresla si¢ zastosowang metodyke.

5. Podawanie wynikéw analizy

Wynik analizy wyraza si¢ w sposéb podany w metodyce analizy, zawiera on odpowiednig liczbe cyfr znaczacych i,
jezeli to konieczne, musi by¢ korygowany do wilgotnosci probki koficowej przed przygotowaniem.

Wigkszo$¢ pozioméw regulacyjnych (np. najwyzszy dopuszczalny poziom, poziom minimalny) w prawodawstwie
UE dotyczacym pasz ustala si¢ w odniesieniu do paszy o wilgotnosci 12 %. W zwiazku z tym w tych przypadkach,
aby oceni¢ wynik analizy zmierzony w odniesieniu do prébki w poréwnaniu z poziomem regulacyjnym, wynik ana-
lityczny najpierw nalezy podzieli¢ przez zawarto$¢ suchej masy w probee (w %) pomnozong przez 88, jak wska-
Zano we wzorze:

Ry = Mo

100 - Mc

gdzie:

Mc: wilgotnos¢ probki (w %). 100 — Mc stanowi zatem zawarto$¢ suchej masy w prébee (w %).
Rons: wynik analizy zmierzony dla probki

Ry, wynik dla paszy o wilgotnosci 12 %; nalezy oceni¢ w odniesieniu do poziomu regulacyjnego.

(") Rozporzadzenie Parlamentu Europejskiego i Rady (UE) 2019/4 z dnia 11 grudnia 2018 r. w sprawie wytwarzania, wprowadzania na
rynek i stosowania paszy leczniczej, zmieniajace rozporzadzenie (WE) nr 183/2005 Parlamentu Europejskiego i Rady oraz uchylajace
dyrektywe Rady 90/167/EWG (Dz.U.L 4z 7.1.2019, s. 1).
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Ponadto, jezeli spelnione sa nastgpujace warunki:

— wynik analizy jest znacznie (> 50 %) nizszy lub wyzszy, niz wskazujg informacje/specyfikacje w ramach etykie-
towania, ktére majg by¢ kontrolowane (w zaleznosci od tego, czy informacje[specyfikacje w ramach etykietowa-
nia odnoszg si¢ do najwyzszego dopuszczalnego, czy minimalnego poziomu);

— zawarto$¢ wilgoci w paszy, z ktdrej pobrano probki, jest znana i mozna stwierdzié, ze korekta pod katem zawar-
to$ci wilgoci nie zmieni oceny,

woweczas, pod warunkiem Zze stosowane jest odpowiednie postegpowanie w odniesieniu do jakosci, a analiza stuzy
jedynie sprawdzeniu zgodnosci z przepisami prawnymi, korekta pod katem zawartosci wilgoci moze zosta¢ pomi-
nigta (np. w przypadku braku specyfikacji lub poziomu regulacyjnego), chyba Ze jest to konieczne do interpretacji.

Jezeli wynik analizy jest korygowany do zawartosci wilgoci, odpowiednia niepewnos¢ pomiaru musi réwniez zostaé
skorygowana w ramach tej samej procedury.

W przypadku oznaczania sporyszu zyta lub szkodliwych zanieczyszczen botanicznych poprzez badanie wzrokowe/
mikroskopowe korekta pod katem zawartosci wilgoci nie jest konieczna.

6. Niepewno$¢ pomiaru analitycznego i stopiefi odzysku w przypadku analizy substancji niepozadanych

W odniesieniu do substancji niepozadanych w rozumieniu dyrektywy 2002/32/WE Parlamentu Europejskiego
i Rady uznaje si¢, ze produkt przeznaczony do zywienia zwierzat jest niezgodny z ustalong maksymalng zawartos-
cig, jezeli wynik analizy wyrazony jako $rednia dwéch niezaleznych oznaczen, w odniesieniu do paszy o wilgotnosci
12 %, wskazuje na przekroczenie maksymalnej zawartosci, z uwzglednieniem niepewnosci rozszerzonej pomiaru
analitycznego przy zastosowaniu wspélczynnika rozszerzenia 2, ktdry daje poziom ufnosci okoto 95 %, i korekty
0 odzysk. Oznacza to, ze badane stezenie po uwzglednieniu korekty o odzysk i odjeciu niepewnosci rozszerzonej
pomiaru analitycznego od wyniku stanowi podstawe oceny zgodnosci. Procedura ta ma zastosowanie jedynie
w przypadkach, gdy metoda analizy pozwala na ustalenie niepewno$ci rozszerzonej pomiaru analitycznego
i korekty o odzysk (np. nie jest wymagana w przypadku badania wzrokowego/mikroskopowego).

Jezeli wynik analizy prébki pobranej do celéw obrony przekracza maksymalng zawarto$¢ (bez uwzglednienia nie-
pewnosci rozszerzonej pomiaru analitycznego), potwierdza to niezgodno$¢ ustalong w przypadku prébki kontrol-
nej, przy braku szczegdlowych przepiséw krajowych w tym zakresie.

Wynik analizy przedstawia si¢ w sposob nastepujacy (o ile stosowana metoda analizy pozwala na ustalenie wartosci
niepewnosci rozszerzonej pomiaru analitycznego):

a) skorygowany o odzysk, w stosownych przypadkach, wraz z informacjg o korekcie, jesli miala ona miejsce.
Nalezy poda¢ stopien odzysku, chyba ze wewnetrzna korekta z tytutu obcigzenia metody jest cze$cig procedury,
przy czym obcigzenie metody jest réznica miedzy zmierzong wartoscig a stezeniem odniesienia. Korekta
o odzysk nie jest konieczna, jesli stopient odzysku wynosi 90-110 %;

b) jako »x +/- Uc, gdzie x oznacza wynik analizy, a U — niepewno$¢ rozszerzong pomiaru analitycznego, przy zasto-
sowaniu wspotczynnika rozszerzenia 2 (3, co daje wynik na poziomie ufnosci ok. 95 %.

Jezeli wynik analizy jest jednak znacznie (o > 50 %) nizszy niz objeta kontrolg warto$¢ ustalona w specyfikacji oraz
pod warunkiem ze stosowane jest odpowiednie postepowanie w odniesieniu do jakosci, a analiza wykonywana jest
jedynie do celéw sprawdzenia zgodnosci z przepisami prawnymi, informacje na temat stopnia odzysku i niepew-
nosci rozszerzonej pomiaru analitycznego mozna poming¢ (np. w przypadku braku specyfikacji lub poziomu regu-
lacyjnego), chyba ze niepewno$¢ pomiaru jest konieczna do interpretacj.

7. Niepewno$¢ pomiaru analitycznego i stopien odzysku w przypadku analizy zawartosci dodatkéw paszo-
wych
W celu sprawdzenia zgodnosci z dozwolong minimalng i maksymalng zawartoscia dodatkéw paszowych obecnosé
dodatku paszowego uznaje si¢ za niezgodng z ustalong zawartoscia minimalng i maksymalna, jezeli wynik analizy

wyrazony jako $rednia dwéch niezaleznych oznaczen w odniesieniu do paszy o wilgotnosci 12 % wskazuje na:

() Przedzial ufnosci wynoszacy 95 % mozna osiagnaé, wykorzystujgc inny czynnik, taki jak wspélczynnik t-Studenta.
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— przekroczenie maksymalnej zawartosci, z uwzglednieniem niepewnosci rozszerzonej pomiaru analitycznego
i korekty o odzysk. Oznacza to, ze badane stezenie (tj. $rednia z dwdch oznaczer)) po uwzglednieniu korekty
o0 odzysk i odjeciu niepewnosci rozszerzonej pomiaru analitycznego od wyniku stanowi podstawe oceny zgod-
nosci.

— warto$¢ nizszg od minimalnej zawartosci, z uwzglednieniem niepewnosci rozszerzonej pomiaru analitycznego
i korekty o odzysk. Oznacza to, ze badane stezenie (tj. $rednia z dwdch oznaczen)) po uwzglednieniu korekty
0 odzysk i dodaniu niepewnosci rozszerzonej pomiaru analitycznego do wyniku stanowi podstawe oceny zgod-
nosci.

Jezeli wynik analizy probki pobranej do celéw obrony przekracza maksymalng zawarto$¢ (bez uwzglednienia nie-

pewnosci rozszerzonej pomiaru analitycznego), potwierdza to niezgodno$¢ ustalong w przypadku prébki kontrol-

nej, przy braku szczeg6étowych przepiséw krajowych w tym zakresie.

Wynik analizy przedstawia si¢ w sposéb nastepujacy (o ile stosowana metoda analizy pozwala na ustalenie wartosci
niepewnosci rozszerzonej pomiaru analitycznego):

a) skorygowany o odzysk, w stosownych przypadkach, wraz z informacjg o korekcie, jesli miala ona miejsce.
Nalezy poda¢ stopien odzysku, chyba ze wewnetrzna korekta z tytutu obcigzenia metody jest cze$cig procedury,
przy czym obcigzenie metody jest réznica miedzy zmierzong wartoscig a stezeniem odniesienia. Korekta
o odzysk nie jest konieczna, jesli stopiefi odzysku wynosi 90-110 %;

b) jako »x +/— U, gdzie x oznacza wynik analizy (Srednia z dwéch oznaczerl), a U — niepewno$¢ rozszerzong
pomiaru analitycznego, przy zastosowaniu wspotczynnika rozszerzenia 2 (), co daje wynik na poziomie ufnosci
ok. 95 %.”

() Przedzial ufnosci wynoszacy 95 % mozna osiagnaé, wykorzystujac inny czynnik, taki jak wspélczynnik t-Studenta.
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ZALACZNIK I

LZALACZNIK 111
METODY ANALIZY SKEADU MATERIALOW I MIESZANEK PASZOWYCH
A. OZNACZANIE WILGOTNOSCI

Cel i zakres stosowania metody

Metoda stuzy do oznaczania wilgotnosci pasz. Nalezy zauwazy(, ze w przypadku pasz zawierajacych substancje
lotne, np. kwasy organiczne, podczas oznaczania wilgotnosci oznaczana jest réwniez znaczna liczba substancji
lotnych.

Metody nie stosuje si¢ do badania produktéw mlecznych wystepujacych jako materialy paszowe oraz mieszanek
paszowych zlozonych gléwnie z produktéw mlecznych, a takze badania tluszczéw i olejéw pochodzenia zwierze-
cego i rolinnego oraz nasion i owocow oleistych.

Oznaczanie zawarto$ci wilgoci w nasionach oleistych nalezy przeprowadzaé za pomocg metody przewidzianej
w normie EN ISO 665 — Oznaczanie zawartosci wilgoci i substancji lotnych, przy zalozeniu, ze nasiona soi
muszg by¢ zmielone przed okresleniem zawartosci wilgoci.

Sposéb przeprowadzenia metody

Prébka jest suszona w warunkach dostosowanych do wlaSciwosci pasz. Ubytek masy jest okreslany metoda
wagowa. Jezeli pasze stale majg wysokg zawarto$¢ wilgoci, konieczne jest przeprowadzenie wstgpnego suszenia.

Aparatura i sprzet

Rozdrabniarka z materialu nieabsorbujacego wilgoci, fatwa do czyszczenia, i umozliwiajaca szybkie i réwno-
mierne rozdrabnianie bez wytwarzania znacznych ilosci ciepla, uniemozliwiajaca kontakt z powietrzem z zew-
natrz, na ile jest to mozliwe, i spelniajaca wymagania podane w pkt 4.1.1 i 4.1.2 (np. mikrorozdrabniarki mlot-
kowe lub chtodzone wods, sktadane miynki stozkowe, rozdrabniarki powolne lub z walcami uz¢bionymi)

Waga analityczna wazgca z dokladnoscia do 1 mg

Suche pojemniki z nierdzewnego metalu lub ze szkla z przykrywkami umozliwiajgcymi hermetyczne zamkniecie,
o powierzchni roboczej umozliwiajacej réwnomierne rozprowadzenie badanej prébki w warstwie 0,3 g/cm?

Suszarka elektryczna termostatowana (x 2 °C), dobrze wentylowana i pozwalajaca na szybka regulacje tempera-
tury ()

Suszarka prézniowa elektrycznie ogrzewana z regulacja temperatury zaopatrzona w pompg olejowa oraz mecha-
nizm umozliwiajacy nawiew goragcego suchego powietrza lub wprowadzenie Srodka suszacego (np. tlenku wap-
nia).

Eksykator z plytka z grubego perforowanego metalu lub porcelany, zawierajacy efektywny srodek suszacy.
Sposéb postepowania

Uwaga: Czynnosci opisane w tej czesci nalezy wykonywacd natychmiast po otworzeniu opakowania probki. Ana-
liz¢ nalezy wykonaé co najmniej dwukrotnie.

Do suszenia zbdz, maki, kaszy i maczki piec musi mie¢ pojemnos¢ cieplng taka, Zeby po wstepnym nastawieniu na temperature
131 °C powrécit do tej temperatury w czasie kr6tszym niz 45 minut po umieszczeniu w nim maksymalnej liczby badanych prébek
do jednoczesnego wysuszenia. Wentylacja musi by¢ taka, aby wyniki suszenia przez dwie godziny maksymalnej liczby probek psze-
nicy zwyczajnej réznily si¢ od wynikow suszenia przez cztery godziny o mniej niz 0,15 %.
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4.1. Przygotowanie

4.1.1. Pasze inne niz okre$lone w pkt 4.1.21 4.1.3

Pobra¢ co najmniej 50 g prébki. Jezeli to konieczne, rozdrobni¢ lub podzieli¢ w taki sposéb, aby zapobiec jakim-
kolwiek zmianom zawartosci wilgoci (zob. pkt 6).

4.1.2. Zbozai kasze

Pobra¢ co najmniej 50 g probki. Rozdrobnié na czastki, ktére przechodza przez oczka sita o $rednicy 0,5 mm co
najmniej w 50 % i pozostajg w iloci nie wyzszej niz 10 % na sicie o oczkach o $rednicy 1 mm.

4.1.3.  Pasze plynne lub w postaci pasty, pasze z przewaga olejow lub tluszczéw

Pobra¢ okolo 25 g prébki, zwazy¢ z dokladnoscig do 10 mg, doda¢ odpowiednia ilo§¢ wysuszonego piasku odwa-
zonego z dokladnoscig do 10 mg i zmiesza¢ do uzyskania jednorodnego produktu.

4.2. Suszenie

Wysuszy¢ pojemnik (pkt 3.3) z przykrywka w suszarce ustawionej na temperature 103 °C przez 30 min * 1 min.
Wyjaé z suszarki i pozostawi¢ do schtodzenia do temperatury otoczenia w eksykatorze (pkt 3.6).

4.2.1. Pasze inne niz okre$lone w pkt 4.2.21 4.2.3

Zwazy¢ pojemnik razem z przykrywka z dokladnoscia do 1 mg. Do zwazonego pojemnika odwazy¢, z doklad-
noscig do 1 mg, okolo 5 g prébki i réwno rozmiesci¢. Wstawi¢ pojemnik bez przykrywki do suszarki podgrzanej
do temperatury 103 °C. Aby zapobiec nadmiernemu spadkowi temperatury, umieci¢ pojemnik w suszarce tak
szybko, jak to mozliwe. Suszy¢ przez cztery godziny od czasu, gdy suszarka ponownie osiagnie temperature
103 °C. Otworzy¢ suszarke, natychmiast natozy¢ przykrywke na pojemnik, wyja¢ go z suszarki, pozostawi¢ do
schlodzenia w eksykatorze (pkt 3.6) na 30-45 minut i zwazy¢ z dokladnoscig do 1 mg.

Pasze z przewazajacym (> 50 %) udzialem olejow lub ttuszczow pochodzenia zwierzgcego lub roslinnego suszyé
ponownie w suszarce przez dodatkowe 30 minut w temperaturze 103 °C. Réznica pomigdzy dwoma wazeniami
nie moze przekraczac 0,1 % wilgotnosci.

4.2.2. Zboza, maki, kasze i maczki

Zwazy¢ pojemnik razem z przykrywka z dokladnoscig do 0,5 mg. Do zwazonego pojemnika odwazy¢, z doklad-
noscig do 1 mg, okolo 5 g rozdrobnionej prébki i réwno rozmiescié. Wstawi¢ pojemnik bez przykrywki do
suszarki podgrzanej do temperatury 130 °C. Aby zapobiec nadmiernemu spadkowi temperatury, umiesci¢ pojem-
nik w suszarce tak szybko, jak to mozliwe. Suszy¢ przez dwie godziny od czasu, gdy suszarka ponownie osiggnie
temperature 130 °C. Otworzy¢ suszarke, natychmiast nalozy¢ przykrywke na pojemnik, wyjac¢ go z suszarki,
pozostawi do schlodzenia w eksykatorze (pkt 3.6) na 30-45 minut i zwazy¢ z dokladnoscig do 1 mg.

4.2.3. Mieszanki paszowe zawierajace ponad 4 % sacharozy lub laktozy: materialy paszowe, takie
jak chleb $wietojanski, hydrolizowane produkty zbozowe, st6d jeczmienny, susz buraczany,
hydrolizaty rybne i cukrowe

Zwazy¢ pojemnik razem z przykrywka z dokladnoscia do 0,5 mg. Do zwazonego pojemnika odwazy¢, z doklad-
noscia do 1 mg, okolo 5 g prébki i réwno rozmiesci¢. Wstawi¢ pojemnik bez przykrywki do suszarki prézniowej
(pkt 3.5) podgrzanej do temperatury od 80 do 85 °C. Aby zapobiec nadmiernemu spadkowi temperatury, umies-
ci¢ pojemnik w suszarce tak szybko, jak to mozliwe.
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Podwyzszy¢ cisnienie do 100 Torr i pozostawi¢ w celu wysuszenia na cztery godziny pod dzialaniem tego ci$nie-
nia, w strumieniu goracego, suchego powietrza albo stosujac Srodek suszacy (ok. 300 g na 20 prébek). W drugim
przypadku odlaczy¢ pompe prézniowa po uzyskaniu odpowiedniego cisnienia. Czas suszenia liczy¢ od chwili,
gdy suszarka ponownie osiggnie temperature od 80 do 85 °C. Ostroznie zréwnac ciSnienie w suszarce z ci$nie-
niem atmosferycznym. Otworzy¢ suszarke, natychmiast nalozy¢ przykrywke na pojemnik, wyjac go z suszarki,
pozostawi¢ do schlodzenia w eksykatorze (pkt 3.6) na 30-45 minut i zwazy¢ z doktadnoscia do 1 mg. Suszy¢
ponownie w suszarce prézniowej przez 30 minut o temperaturze od 80 do 85 °C i zwazy¢ powtdrnie. Roznica
pomiedzy dwoma wazeniami nie moze przekraczaé 0,1 % wilgotnosci.

Wtepne (czgsciowe) suszenie

»Mokre« pasze o ulamku masowym wynoszacym mniej niz 85 % suchej masy (np. zielonki, catkowicie wymie-
szane dawki (TMR), pasza (inna niz) plynna) nalezy przed mieleniem na drobno poddaé cz¢dciowemu suszeniu
w celu przeanalizowania ich stabilnych substancji; w przypadku substancji niestabilnych czeSciowe suszenie nie
jest mozliwe.

Czg$ciowe suszenie moze by¢ przeprowadzane przy uzyciu suszarki z wymuszonym obiegiem powietrza lub
kuchenki mikrofalowej, lub poprzez liofilizacje. Z wyjatkiem czgSciowego suszenia w drodze liofilizacji pasze
nalezy suszy¢ przy jednoczesnym utrzymaniu temperatury probki ponizej 60 °C, tak aby w minimalnym stopniu
wplyna¢ na sklad chemiczny. Suszenie w temperaturach wyzszych niz 60 °C powoduje zmiany chemiczne
w paszy (np. degradacja biatka). Suszona pasza jest pozostawiona w temperaturze pokojowej przez okolo
15 minut przed pomiarem czg$ciowej suchej masy, tak aby zminimalizowaé potencjalng zmiane wilgotnosci,
jaka moze wystapi¢ podczas mielenia i przechowywania. Suszenie w temperaturach nizszych niz 60 °C nie
usuwa calej wody z paszy; w zwiazku z tym (poczatkowe) czgsciowe suszenie nie pozwala oznaczy¢ catkowitej
suchej masy paszy. Po suszeniu podprobke mieli si¢ i analizuje pod katem (koricowej) suchej masy czeSciowo
wysuszonej probki (pozostate 3—15 % wilgoci) przy oznaczaniu innych skfadnikoéw chemicznych.

W zwigzku z tym zaleca si¢ dwuetapowa procedure oznaczania suchej masy. Najpierw nalezy oznaczy¢ czgsciowa
zawarto$¢ suchej masy (jezeli ma warto$¢ nizszg niz 85 % suchej masy), a nastgpnie oznaczy¢ pozostaly zawarto$é

suchej masy na zmielonej probce badanej i pomnozy¢ cze$ciows suchg mase przez pozostalg suchg mase w celu
oznaczenia calkowitej zawartosci suchej masy.

Obliczanie wynikow

Wilgotnos¢ (X) jako udziat procentowy w probee obliczana jest wedtug nastepujacych wzordw:

Suszenie bez suszenia wstepnego

X= ("5m) < 100

gdzie:
m-= poczatkowa masa w gramach badanej probki
my = masa w gramach badanej prébki po wysuszeniu

Suszenie z suszeniem wstgpnym (%)

X, = [0y gy | 10— 100 < (1 2LEm)

» o m X ey
gdzie:

m= poczatkowa masa w gramach badanej probki

m; = masa w gramach badanej prébki po wstgpnym suszeniu

m, = masa w gramach badanej prébki po rozdrobnieniu lub zmieleniu

my = masa w gramach badanej prébki po wysuszeniu

(*) Wigcej informacji na temat obliczet mozna znalez¢ w normie EN ISO 6498 — Pasze — Wytyczne do przygotowania probki.
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5.3. Powtarzalnos¢
Réznica pomigdzy wynikami dwoch réwnoleglych oznaczent wykonanych dla tej samej préobki nie moze przekra-
czaé 0,2 % bezwzglednej wartosci wilgotnosci, z wyjatkiem wilgotnej karmy dla zwierzat domowych i gryzakow
dla pséw, w przypadku ktérych réznica nie przekracza 0,5 % bezwzglednej wartosci wilgotnosci.

6. Objasnienia

Jezeli rozdrabnianie prébki jest konieczne i wplywa na zawarto$¢ wilgoci w produkcie, wyniki analizy skladnikéw
paszy nalezy skorygowa¢ w oparciu o poziom wilgotnosci w poczatkowym stanie probki.

B. OZNACZANIE WILGOTNOSCI OLEJOW I TLUSZCZOW POCHODZENIA ZWIERZECEGO I ROSLINNEGO

1. Cel i zakres stosowania metody

Metoda stuzy do oznaczania zawarto$ci wody i substancji lotnych w tluszczach i olejach pochodzenia zwierze-
cego oraz ro§linnego.

2. Sposéb przeprowadzenia metody

Prébka jest suszona w temperaturze 103 °C do uzyskania stalej masy (ubytek masy miedzy dwoma kolejnymi
wazeniami musi wynosi¢ 1 mg lub mniej). Ubytek masy jest okreslany metoda wagows.

3. Aparatura i sprzet
3.1. Naczynie z plaskim dnem wykonane z materiatu nierdzewnego, o Srednicy od 8 do 9 cm i wysokosci okofo 3 cm
3.2. Termometr rteciowy ze wzmocnionym zbiornikiem i ekspansyjna rurkg w gérnym koficu, z podziatka od 80 do

co najmniej 110 °C i o dlugosci okoto 10 cm
3.3. Laznia piaskowa lub elektryczna plyta grzejna
3.4, Eksykator zawierajacy efektywny Srodek suszgcy
3.5. Waga analityczna

4. Sposéb postepowania

Odwazy¢, z dokladnoscia do 1 mg, okolo 20 g zhomogenizowanej probki do suchego, zwazonego naczynia (pkt
3.1), zawierajacego termometr (pkt 3.2). Ogrzewad na fazni piaskowej lub plycie grzejnej (pkt 3.3), ciggle miesza-
jac termometrem, tak aby uzyskac wzrost temperatury do 90 °C w czasie okoto 7 minut.

Zmniejszy¢ ogrzewanie, obserwujac czestotliwo$¢ odrywania si¢ pecherzykéw powietrza od dna naczynia. Tem-
peratura nie moze przekroczy¢ 105 °C. Kontynuowa¢ mieszanie, pocierajac dno naczynia do czasu, az przestang
si¢ tworzy¢ pecherzyki.

W celu catkowitego odparowania wilgoci nalezy ogrzewac prébke kilka razy do temperatury 103 °C + 2 °C, schia-
dzajac do 93 °C pomiedzy kolejnymi ogrzewaniami. Nastepnie schlodzi¢ probke do temperatury pokojowej w eks-

ykatorze (pkt 3.4) i zwazy¢. Powtarza¢ czynnoSci, dopoki ubytek masy pomiedzy dwoma kolejnymi wazeniami
nie bedzie wigkszy niz 2 mg.

Uwaga Wzrost masy probki po powtérnym ogrzewaniu wskazuje na utlenienie si¢ thuszczu. W takim przy-
padku do obliczenia wyniku wzig¢ mase probki z wazenia przed wzrostem jej masy.

5. Obliczanie wynikow

Wilgotnos¢ (X) jako udziat procentowy w prébee obliczana jest wedtug nastepujacego wzoru:

X = (m,—m,) x 10
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gdzie:

m= masa w gramach badanej probki

m; = masa w gramach naczynia z zawarto$cig przed ogrzewaniem
m, = masa w gramach naczynia z zawarto$cig po ogrzewaniu

Wyniki oznaczania nizsze niz 0,05 % nalezy zapisal, uzywajac okreslenia »nizsze niz 0,05 %«.

Powtarzalnos¢

Réznica wilgotnosci pomiedzy wynikami dwoch réwnoleglych oznaczent wykonanych dla tej samej probki nie
moze przekraczaé 0,1 % w warto$ci bezwzgledne;j.

C. OZNACZANIE ZAWARTOSCI AZOTU I OBLICZANIE ZAWARTOSCI BIALKA SUROWEGO

1. Cel i zakres stosowania metody

Metoda stuzy do oznaczania zawartoéci bialka surowego w paszy na podstawie zawartosci azotu oznaczonego
metodg Kjeldahla ().

2. Sposdb przeprowadzenia metody

Prébka jest mineralizowana kwasem siarkowym w obecnosci katalizatora. Kwasny roztwoér jest alkalizowany
z uzyciem roztworu wodorotlenku sodu. Amoniak destyluje si¢ i zbiera w znanej ilosci kwasu siarkowego, kto-
rego nadmiar jest miareczkowany roztworem wzorcowym wodorotlenku sodu.

Ewentualnie uwolniony amoniak jest destylowany do nadmiaru roztworu kwasu borowego, a nastepnie miarecz-
kowany roztworem kwasu chlorowodorowego lub siarkowego.

3. Odczynniki

3.1. Siarczan potasu

3.2. Katalizator: tlenek miedzi(Il) CuO lub pentahydrat siarczanu miedzi(Il), CuSO, 5H,0
3.3. Granulowany cynk

3.4. Kwas siarkowy, p20 = 1,84 g/ml

3.5. Kwas siarkowy, roztwor mianowany, ¢(H,SO,4) = 0,25 mol/l
3.6. Kwas siarkowy, roztwor mianowany, ¢(H,SO,4) = 0,10 mol/l
3.7. Kwas siarkowy, roztwor mianowany, ¢(H,SO4) = 0,05 mol/l
3.8. Czerwien metylowa, wskaznik: rozpusci¢ 300 mg czerwieni metylowej w 100 ml etanolu, 0 = 95-96 % (v/v).

3.9. Roztwor wodorotlenku sodu (moze by¢ techniczny), f = 40 g/100 ml (m/v: 40 %).
3.10.  Wodorotlenek sodu, roztwér mianowany ¢(NaOH) = 0,25 mol/l

3.11.  Wodorotlenek sodu, roztwér mianowany c¢(NaOH) = 0,10 mol/l

3.12.  Granulowany kamiefi pumeksowy, przemyty kwasem chlorowodorowym i wyprazony
3.13.  Acetanilid (temperatura topnienia = 114 °C, zawarto$¢ N = 10,36 %)

3.14.  Sacharoza (niezawierajaca azotu)

3.15.  Kwas borowy (H;BO5)

() Zawarto$¢ N mozna okresli¢ we wszystkich paszach, ale wspélczynnik przeliczeniowy wynoszacy 6,25 do obliczenia zawartosci
bialka surowego moze nie mie¢ zastosowania do materialéw paszowych zawierajacych owady (nizszy wspélczynnik przeliczeniowy)
oraz niektérych rodzajow karmy dla zwierzat domowych i bialek osocza krwi (wyzszy wspétczynnik przeliczeniowy)
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3.16.  Roztwér czerwieni metylowej, wskaznik: rozpusci¢ 100 mg czerwieni metylowej w 100 ml etanolu lub metanolu.
3.17.  Roztwor zieleni bromokrezolowej: rozpusci¢ 100 mg zieleni bromokrezolowej w 100 ml etanolu lub metanolu.

3.18.  Roztwér kwasu borowego (od 10 g/l do 40 g[l, w zaleznosci od stosowanej aparatury i sprzetu).

Przy stosowaniu kolorymetrycznego wyznaczania punktu koncowego do roztworéw kwasu borowego nalezy
doda¢ wskazniki czerwieni metylowej i zieleni bromokrezolowej. Jezeli przygotowuje si¢ 1 1 roztworu kwasu
borowego, przed dostosowaniem objetosci nalezy doda¢ 7 ml roztworu czerwieni metylowej (pkt 3.16) i 10 ml
roztworu zieleni bromokrezolowej (pkt 3.17).

Odczyn pH roztworu kwasu borowego moze r6zni¢ si¢ miedzy seriami w zaleznosci od uzytej wody. Odczyn pH
roztworu kwasu borowego musi wynosi¢ miedzy 4,3 a 4,7. Czesto do uzyskania pozytywnej préby Slepej
konieczne jest dostosowanie pH przy pomocy niewielkiej ilosci zasady.

Uwaga: Dodanie ok. 3-4 ml NaOH (pkt 3.11) do 1 | kwasu borowego o stezeniu 10 g/l zwykle zapewnia dobre
dostosowanie. Roztwor nalezy przechowywac w temperaturze pokojowej oraz chroni¢ przed $wiatlem
i zrédtami opar6w amoniaku.

3.19.  Kwas chlorowodorowy, roztwér mianowany o stezeniu c¢(HCl) = 0,10 mol/l

Uwaga: mozna zastosowaé inne stezenia roztworéw wolumetrycznych (pkt 3.5, 3.6, 3.7, 3.10, 3.11 i 3.19),
jezeli zostanie to uwzglednione w obliczeniach. StgZenie nalezy podawac zawsze z dokladnoscig do czte-
rech miejsc po przecinku.

4. Aparatura i sprzet
Aparatura i sprzet odpowiedni do przeprowadzenia mineralizacji, destylacji i miareczkowania wedlug metody
Kjeldahla

5. Sposob postepowania

5.1. Mineralizacja

Odwazy¢, z dokladnoscig do 0,001 g, 1 g prébki i przenies¢ do kolby aparatu do mineralizacji. Dodaé 15 g siar-
czanu potasu (pkt 3.1), odpowiednia ilo§¢ katalizatora (pkt 3.2) (od 0,3 do 0,4 g tlenku miedzi(Il) lub od 0,9 do
1,2 g pentahydratu siarczanu miedzi(Il)), 25 ml kwasu siarkowego (pkt 3.4) oraz, w razie potrzeby, kilka granulek
kamienia pumeksowego (pkt 3.12) i zamieszac.

Poczatkowo ogrzewal kolbg ostroznie, w razie koniecznosci mieszajac od czasu do czasu, az do zweglenia sub-
stancji i zaniku piany; nastepnie zwigkszy¢ intensywnos$¢ ogrzewania az do trwalego wrzenia roztworu. Ogrzewa-
nie jest wlasciwe, jezeli wrzacy kwas kondensuje si¢ na $ciankach kolby. Zapobiegal przegrzewaniu si¢ Scianek
i przylepianiu do nich organicznych czastek.

Od chwili gdy roztwér stanie si¢ klarowny i przyjmie jasnozielong barwe, kontynuowaé ogrzewanie przez dwie
godziny, a nastepnie pozostawi¢ do schlodzenia.

5.2. Destylagja

Ostroznie doda¢ do kolby ilo$¢ wody wystarczajaca do catkowitego rozpuszczenia siarczanéw. Pozostawi¢ do
schlodzenia, a nastepnie w razie potrzeby dodaé kilka granulek cynku (pkt 3.3). Postepowaé zgodnie z pkt 5.2.1
lub 5.2.2.

5.2.1. Destylacja do kwasu siarkowego

Umiesci¢ w odbieralniku aparatu destylacyjnego odmierzone 25 ml kwasu siarkowego (pkt 3.5 lub 3.7), zaleznie
od przewidywanej zawartosci azotu. Dodac kilka kropli wskaznika czerwieni metylowej (pkt 3.8).

Podtaczy¢ kolbe mineralizacyjng do chtodnicy aparatu destylacyjnego i zanurzy¢ koniec chtodnicy w cieczy znaj-
dujacej sie w kolbie odbieralnika na gleboko$¢ co najmniej 1 cm (zob. objasnienia pkt 8.3). Powoli wla¢ 100 ml
roztworu wodorotlenku sodu (pkt 3.9) do kolby mineralizacyjnej, nie dopuszczajac do strat amoniaku (zob.
objasnienia pkt 8.1). Ogrzewac kolbe az do catkowitego oddestylowania amoniaku.
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5.2.2.

5.3.

5.4.

6.1.

Destylacja do kwasu borowego

Jezeli miareczkowanie zawartosci amoniaku w destylacie wykonywane jest recznie, zastosowanie ma ponizsze
postepowanie. Jezeli aparat destylacyjny jest w pelni zautomatyzowany i obejmuje miareczkowanie zawartosci
amoniaku w destylacie, nalezy stosowac si¢ do instrukcji producenta aparatu.

Umiesci¢ kolbe odbieralnika zawierajaca od 25 do 30 ml roztworu kwasu borowego (pkt 3.18) pod ujiciem
chlodnicy w taki sposob, aby rurka doprowadzajaca znajdowata si¢ pod powierzchnig nadmiaru roztworu kwasu
borowego. Ustawi¢ aparat destylacyjny, aby podal 50 ml roztworu wodorotlenku sodu (pkt 3.9). Obstugiwaé apa-
rat destylacyjny zgodnie z instrukcjami producenta i oddestylowa¢ amoniak uwolniony w wyniku dodania roz-
tworu wodorotlenku sodu. Zebra¢ destylat w roztworze kwasu borowego. llo$¢ destylatu (czas destylacji para
wodna) zalezy od zawartosci azotu w prébce. Postgpowac zgodnie z instrukcjami producenta.

Uwaga: W przypadku pélautomatycznego aparatu destylacyjnego dodawanie nadmiaru wodorotlenku sodu
i destylacja parg wodna przeprowadzane sg automatycznie.

Miareczkowanie

Postepowac zgodnie z pkt 5.3.1 lub 5.3.2.

Kwas siarkowy

Miareczkowaé nadmiar kwasu siarkowego w kolbie odbieralnika roztworem wodorotlenku sodu (pkt 3.10 lub
3.11), w zaleznosci od stezenia zastosowanego kwasu siarkowego, do uzyskania punktu koficowego.

Kwas borowy

Miareczkowaé zawarto$¢ kolby odbieralnika roztworem mianowanym kwasu chlorowodorowego (pkt 3.19) lub
kwasu siarkowego (pkt 3.6) przy pomocy biurety i odczytac ilo$¢ zuzytego titrantu.

Przy stosowaniu kolorymetrycznego wyznaczania punktu koncowego punkt koficowy osiaga si¢ w momencie
pojawienia si¢ pierwszego $ladu ré6zowego zabarwienia zawartosci. Okresli¢ odczyt biurety z doktadnoscig do
0,05 ml. W wizualizacji punktu koncowego pomocna jest podswietlana plyta mieszadla magnetycznego lub
detektor fotometryczny.

Mozna to przeprowadzi¢ automatycznie za aparatury do destylacji z para wodng z funkcja automatycznego mia-
reczkowania.

Przy obstudze konkretnego aparatu destylacyjnego lub aparatu do miareczkowania stosowa¢ si¢ do instrukeji pro-
ducenta.

Uwaga: Jezeli stosowany jest system automatycznego miareczkowania, rozpoczyna si¢ ono bezposrednio po
rozpoczeciu destylacji i stosowany jest 1 % roztwor kwasu borowego (pkt 3.18).

Jezeli stosowany jest w pelni automatyczny aparat destylacyjny, automatyczne miareczkowanie amoniaku mozna
przeprowadzi¢ réwniez z wykryciem punktu koficowego przy pomocy potencjometrycznego systemu pH.

W tym przypadku stosowany jest automatyczny aparat do miareczkowania z pehametrem. Pehametr musi by¢
odpowiednio skalibrowany w zakresie od pH 4 do pH 7 za pomocg zwyklych laboratoryjnych metod kalibracji
pH.

Punkt koficowy pH w miareczkowaniu osiaga si¢ przy wartosci pH réwnej 4,6, co stanowi najwyzszy punkt krzy-
wej miareczkowania (punkt przegiecia).
Préba Slepa

W celu potwierdzenia, Ze zastosowane odczynniki nie zawierajg azotu, przeprowadzi¢ probe $lepa (mineralizacje,
destylacje i miareczkowanie), stosujac 1 g sacharozy (pkt 3.14) zamiast probki.

Obliczanie wynikéw
Obliczenia wykonywane s zgodnie z pkt 6.1 lub 6.2.

Obliczenia do miareczkowania zgodnie z pkt 5.3.1

Zawarto$¢ bialka surowego jako warto$¢ procentowa masy obliczana jest wedlug nastepujacego wzoru:
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(Vo V1) xcx 0,014 x 100 x 6,25
m

gdzie:
Vo = objetos¢ (ml) NaOH (pkt 3.10 lub 3.11) zuzytego do proby slepej
V, = objetos¢ (ml) NaOH (pkt 3.10 lub 3.11) zuzytego do miareczkowania probki
c= stezenie (mol/l) wodorotlenku sodu (pkt 3.10 lub 3.11)
m= masa (g) probki
6.2. Obliczenia do miareczkowania zgodnie z pkt 5.3.2

6.2.1. Miareczkowanie kwasem chlorowodorowym

Zawarto$¢ biatka surowego jako warto$¢ procentowa masy obliczana jest wedtug nastgpujacego wzoru:

(V1 -Vg) xex14 %625
m

gdzie:

m = masa (g) nawazki

c= stezenie (mol/l) roztworu mianowanego kwasu chlorowodorowego (pkt 3.19)
Vo = objetos¢ (w ml) kwasu chlorowodorowego uzytego do préby Slepej

V, = objetos¢ (w ml) kwasu chlorowodorowego uzytego do nawazki

6.2.2. Miareczkowanie kwasem siarkowym

Zawarto$¢ bialka surowego jako warto$¢ procentowa masy obliczana jest wedtug nastepujacego wzoru:

(V1 -Vg) xex2,8%6,25

m

gdzie:
m = masa (g) nawazki
c= stezenie (mol/l) roztworu mianowanego kwasu siarkowego (pkt 3.6)
Vo = objetos¢ (w ml) kwasu siarkowego (pkt 3.6) uzytego do préby Slepej
V, = objetos¢ (w ml) kwasu siarkowego (pkt 3.6) uzytego do nawazki

7. Sprawdzenie metody

7.1. Powtarzalnos¢

Réznica pomiedzy wynikami dwdch réwnoleglych oznaczen wykonanych dla tej samej probki nie moze przekra-
czaé:

— 0,4 % w wartosci bezwzglednej, dla zawartosci biatka surowego nizszej niz 20 %,
— 2,0 % wzgledem wyzszej wartosci, dla zawartosci biatka surowego od 20 do 40 %,

— 0,8 % w wartosci bezwzglednej, dla zawarto$ci biatka surowego wyzszej niz 40 %.

7.2. Odtwarzalnos¢

Réznica pomigedzy wynikami dwoch oznaczen wykonanych dla tej samej prébki w réznych laboratoriach nie
moze przekraczac:

— 1,8 % w warto$ci bezwzglednej, dla zawartosci biatka surowego nizszej niz 20 %,
— 9,0 % wzgledem wyzszej wartosci, dla zawartosci biatka surowego od 20 do 40 %,

— 3,6 % w wartoSci bezwzglednej, dla zawarto$ci biatka surowego wyzszej niz 40 %.
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7.3.

8.1.

8.2.

8.3.

8.4.

3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

4.1.

4.2.

4.3.

Doktadnosé

Przeprowadzi¢ analiz¢ (mineralizacje, destylacje i miareczkowanie), stosujac odpowiednig ilo$¢ acetanilidu (pkt
3.13) (np. 0d 0,2 do 0,3 g) w obecnosci 1 g sacharozy (pkt 3.14); 1 g acetanilidu zuzywa 14,80 ml kwasu siarko-
wego (pkt 3.5). Odzysk musi wynosi¢ co najmniej 99 %.

Objasnienia

Sprzet i aparatura mogg by¢ obstugiwane recznie, pétautomatycznie lub by¢ calkowicie zautomatyzowane.
W przypadku konieczno$ci przeniesienia pomiedzy etapami mineralizacji i destylacji, czynnos¢ te nalezy wyko-

na¢ bez jakichkolwiek strat. Jezeli kolba aparatu destylacyjnego nie jest wyposazona we wkraplacz, dodaé¢ wodo-
rotlenek sodu natychmiast przed podigczeniem kolby do chlodnicy, wlewajgc ciecz powoli po $ciankach.

Jezeli roztwér przechodzi w postad stala, ponownie przeprowadzi¢ oznaczanie, stosujgc wigksze ilosci kwasu siar-
kowego (pkt 3.4) niz podano w pkt 5.1.

W przypadku produktow o niskiej zawartosci azotu objetos¢ kwasu siarkowego (pkt 3.7), ktora ma zosta¢ dodana
do kolby odbieralnika, moze by¢ w miarg potrzeby zmniejszona do 10 lub 15 ml i uzupelniona wodag do objetosci
25 ml.

Do celéw rutynowego badania mozna stosowa¢ inne metody analizy w odniesieniu do oznaczania biatka suro-
wego, ale metoda Kjeldahla opisana w niniejszej czesci C stanowi metode referencyjna. Réwnowaznos$¢ wynikéw
uzyskanych inng metodg (np. DUMAS) w pordwnaniu z metodg referencyjng musi zosta¢ wykazana odrebnie dla
kazdej matrycy. Ze wzgledu na fakt, iz nawet po potwierdzeniu réwnowaznosci wyniki uzyskane inna metoda
moga si¢ nieznacznie rézni¢ od wynikéw uzyskanych metodg referencyjna, konieczne jest podanie w sprawozda-
niu z analizy metody analitycznej zastosowanej do oznaczenia biatka surowego.

D. OZNACZANIE MOCZNIKA

Cel i zakres stosowania metody

Metoda stuzy do oznaczania zawarto$ci mocznika stosowanego jako dodatek paszowy w paszach przeznaczo-
nych dla przezuwaczy.

Sposéb przeprowadzenia metody

Prébka ze Srodkiem klarujacym tworzy w wodzie zawiesing. Zawiesina jest filtrowana. Zawarto$¢ mocznika w fil-
tracie jest oznaczana po dodaniu 4-dwumetyloaminobenzaldehydu (4-DMAB) poprzez pomiar gesto$ci optycznej
przy dlugosci fali 420 nm.

Odczynniki

Roztwoér 4-dwumetyloaminobenzaldehydu: rozpusci¢ 1,6 g 4-DMAB w 100 ml 96 % etanolu i doda¢ 10 ml
kwasu chlorowodorowego (p, 1,19 g/ml). Trwalo$¢ tego odczynnika wynosi nie wigcej niz dwa tygodnie.

Roztwor Carreza I: rozpusci¢ w wodzie 21,9 g octanu cynku, Zn(CH;COO), 2H,0 i 3 g kwasu octowego lodowa-
tego. Uzupelni¢ do objetosci 100 ml woda.

Roztwér Carreza II: rozpusci¢ w wodzie 10,6 g Zelazocyjanku potasu, K Fe(CN)s 3H,O. Uzupelni¢ do objetosci
100 ml woda.

Aktywny wegiel nieabsorbujacy mocznika (sprawdzony)
Roztwér 0,1 % (w/v) mocznika

Aparatura i sprzet

Mikser (tumbler): ok. 35-40 obr./min

Probowki: 160 x 16 mm ze szlifowanymi korkami szklanymi

Spektrofotometr
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5.1.

5.2.

7.1.

7.2.

Sposéb postepowania

Analiza prébki

Odwazy¢, z dokladnosciag do 1 mg, 2 g probki i umiescic razem z 1 g aktywnego wegla (pkt 3.4) w kolbie miaro-
wej o pojemnodci 500 ml. Doda¢ 400 ml wody i 5 ml roztworu Carreza I (pkt 3.2), mieszaé przez ok. 30 sekund,
a nastepnie doda¢ 5 ml roztworu Carreza II (pkt 3.3). Miesza¢ przez 30 minut w tumblerze. Uzupelni¢ do pelnej
objetosci kolby woda, wstrzasnac i przefiltrowad.

Do probéwek ze szlifowanymi korkami szklanymi przenie$¢ po 5 ml przezroczystego, bezbarwnego filtratu,
doda¢ 5 ml roztworu 4-DMAB (pkt 3.1) i zamiesza. Wstawi¢ probéwki do tazni wodnej ustawionej na tempera-
turg 20 °C (+/- 4 °C). Po 15 minutach zmierzy¢ gesto$¢ optyczng roztworu probki spektrofotometrem przy diu-
gosci fali 420 nm. Pomiar poréwnac z roztworem do badan ze §lepej proby odczynnikowe;.

K)’Z)/Wﬂ wzorcowa

Do kolb miarowych o pojemnosci 100 ml nala¢ 1, 2, 4, 51 10 ml roztworu mocznika (pkt 3.5) i uzupehi¢ do pel-
nej objetosci kolb woda. Odla¢ 5 ml kazdego z roztwordéw, dodaé do kazdej kolby po 5 ml roztworu 4-DMAB (pkt
3.1), zhomogenizowac i zmierzy¢ gesto$¢ optyczng w podany wyzej sposob, poréwnujac z roztworem kontrol-
nym zawierajgcym 5 ml 4-DMAB i 5 ml wody pozbawionej mocznika. Wykresli¢ krzywa wzorcowa.

Obliczanie wynikéw

Na podstawie krzywej wzorcowej oznaczy¢ zawarto$¢ mocznika w prébee.

Wynik nalezy wyrazi¢ w mg mocznika na kg probki.
Ocena metody

Powtarzalnosé

Réznica migdzy wynikami dwdch oznaczen przeprowadzonych dla tej samej probki w tym samym laboratorium
i przez tego samego analityka nie moze przekraczaé:

— przy 420 nm
— 50 % wzgledem wyzszej wartosci, dla zawartosci mocznika od 3 000 mg/kg do nizszej niz 5 000 mg/kg,
— 25 % wzgledem wyzszej wartosci, dla zawartosci mocznika od 5 000 mg/kg do nizszej niz 7 000 mg/kg,
— 20 % wzgledem wyzszej wartosci, dla zawartosci mocznika 7 000 mg/kg lub wyzszej,

— przy 435 nm
— 40 % wzgledem wyzszej wartosci, dla zawartosci mocznika od 3 000 mg/kg do nizszej niz 5 000 mg/kg,
— 25 % wzgledem wyzszej wartosci, dla zawartosci mocznika od 5 000 mg/kg do nizszej niz 9 000 mg/kg,

— 5 % wzgledem wyzszej wartosci, dla zawarto$ci mocznika 9 000 mg/kg lub wyzszej.

Odtwarzalnos¢

Réznica pomigdzy wynikami dwéch oznaczeni wykonanych dla tej samej probki w réznych laboratoriach lub
przez réznych analitykéw nie moze przekraczaé:

— przy 420 nm

— 3000 mg/kg, w wartosci bezwzglednej, dla zawartosci mocznika od 3 000 mg/kg do nizszej niz
12 000 mg/kg,

— 4500 mg/kg, w wartosci bezwzglednej, dla zawartosci mocznika 12 000 mg/kg lub wyzszej,
— przy 435 nm
— 50 % wzgledem wyzszej wartosci, dla zawartosci mocznika od 3 000 mg/kg do nizszej niz 8 000 mg/kg,

— 25 % wzgledem wyzszej wartosci, dla zawartosci mocznika 8 000 mg/kg lub wyzszej.
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8. Wyniki poré6wnania miedzylaboratoryjnego

Zorganizowano poréwnanie miedzylaboratoryjne UE, w ktérym wzigto udzial 18 laboratoriéw. Zbadano pigé
pozytywnych probek mieszanek paszowych dla przezuwaczy (MAT w tabelach 1 i 2) (1 analiza) ze $lepymi dupli-
katami, a jedna $lepa prébka mieszanki paszowej dla przezuwaczy zostala zbadana raz.

Obliczenia warto$ci granicznych powtarzalnosci (r) i odtwarzalnosci (R), jak okreslono w wytycznych migdzyna-
rodowych, przeprowadzono po usunigciu wartosci odstajacych przy uzyciu analizy wariancji waznych wartosci.

Obliczone dane liczbowe dotyczace wydajnosci metody (powtarzalno$é, odtwarzalnosé) przedstawiono w tabe-
lach ponizej. W odniesieniu do wszystkich badanych probek, w tym Slepych, nie znaleziono wynikéw falszywie
pozytywnych ani wynikéw falszywie negatywnych.

Tabela 1
Charakterystyka wydajnosci analitycznej dla mocznika zmierzona przy \ = 420 nm we wszystkich mate-
rialach
MAT 2 MAT 5 MAT 3 MAT 4 MAT 6
Owce Bydlo Owce Owce Bydlo
Docelowy utamek masowy (mg kg™') 3000 5000 7001 9036 11 000
Sredni utamek masowy (mg kg™) 4241 6993 7 830 9962 12071
Odchylenie standardowe 1141 1303 985 994 1711
odtwarzalnosci sy (mg kg™)
Odchylenie standardowe 723 601 549 712 737
powtarzalnosci s, (mg kg™)
Wzgledne odchylenie standardowe 27 19 13 10 14
odtwarzalno$ci RSDy (%)
Wzgledne odchylenie standardowe 17 9 7 7 6
powtarzalnosci RSD, (%)
Granica odtwarzalnosci, R 3195 3649 2759 2784 4790
[R = 2,8 X SR]
Granica powtarzalnosci, r 2024 1684 1536 1994 2064
[r=2,8 xs]
Tabela 2
Charakterystyka wydajnosci analitycznej dla mocznika zmierzona przy N = 435 nm we wszystkich mate-
rialach
MAT 2 MAT 5 MAT 3 MAT 4 MAT 6
Owce Bydlo Owce Owrce Bydlo
Docelowy utamek masowy (mg kg™!) 3000 5000 7001 9036 11 000
Sredni utamek masowy (mg kg™) 4101 6467 7 890 10062 11642
Odchylenie standardowe 706 1194 675 745 1378
odtwarzalnosci sg (mg kg™)
Odchylenie standardowe 570 628 613 196 167
powtarzalnosci s, (mg kg?)
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9.1.

9.2.

9.3.

2.1.

()
0)

Wzgledne odchylenie standardowe 17 18 9 7 12
odtwarzalno$ci RSDg (%)

Wzgledne odchylenie standardowe 14 10 8 2 1
powtarzalnosci RSD, (%)

Granica odtwarzalnosci, R 1977 3344 1889 2087 3859
[R=2,8 x sg]

Granica powtarzalnosci, r 1596 1759 1715 549 467
[r=2,8 xs]

Objasnienia

W przypadku gdy zawarto$¢ mocznika jest wyzsza niz 3 %, zmniejszy¢ mas¢ probki do 1 g lub rozcieficzy¢
pierwotny roztwor tak, aby w 500 ml nie znajdowalo si¢ wiecej niz 50 mg mocznika.

W przypadku niskiej zawartosci mocznika zwigkszaé mas¢ prébki na tyle, aby filtrat pozostal przezroczysty i bez-
barwny.

Powyzsze wyniki poréwnan miedzylaboratoryjnych nie wskazujg na znaczacg réznice precyzji miedzy moczni-
kiem zmierzonym przy 420 nm lub 435 nm.

E. OZNACZANIE AMINOKWASOW (Z WYJATKIEM TRYPTOFANU)
Metody analizy, ktdre nalezy stosowa do oznaczania aminokwaséw (z wyjatkiem tryptofanuy):
— EN ISO 13903 Pasze — Oznaczanie zawartosci aminokwasow;

— EN ISO 17180 Pasze — Oznaczanie lizyny, metioniny i treoniny w komercyjnych produktach aminokwa-
sowych i premiksach (%);

— metoda analizy opisana w pkt 1-10 ponizej.

Cel i zakres stosowania metody

Metoda stuzy do oznaczania zawarto$ci wolnych (syntetycznych i naturalnych) oraz catkowitych (zwigzanych
i wolnych peptydéw) aminokwaséw w materiatach paszowych, mieszankach paszowych i premiksach zawieraja-
cych mniej niz 10 % (°) kazdego aminokwasu z uzyciem analizatora aminokwaséw. Metoda ma zastosowanie do
nastepujacych aminokwasow: cystyny (cysteiny), metioniny, lizyny, treoniny, alaniny, argininy, kwasu asparagino-
wego, kwasu glutaminowego, glicyny, histydyny, izoleucyny, leucyny, fenyloalaniny, proliny, seryny, tyrozyny
i waliny.

Metoda nie pozwala rozrézni¢ soli aminokwaséw, a takze form D i L aminokwaséw. Nie mozna jej stosowac do
oznaczania tryptofanu lub hydroksyanalogéw aminokwaséow.

Sposob przeprowadzenia metody

Wolne aminokwasy

Wolne aminokwasy sa ekstrahowane rozcieniczonym kwasem chlorowodorowym. Wyekstrahowane jednocze$nie
makroczasteczki zwigzkow azotowych sa wytracane kwasem sulfosalicylowym i usuwane przez filtrowanie. Fil-
trowany roztwor dostosowuje sie do pH 2,20. Aminokwasy s oddzielane w drodze chromatografii jonowymien-
nej i oznaczane z zastosowaniem reakcji z ninhydryna, poprzez fotometryczng detekcje przy 570 nm.

Metoda analizy przewidziana w normie EN 17180 okreslana jest jako alternatywna metoda stosowana do celéw urzedowej kontroli
oznaczania aminokwas6w w paszy zawierajacej wigcej niz 10 % aminokwasow.

Metoda ta nie zostata zwalidowana w drodze poréwnania migdzylaboratoryjnego w odniesieniu do premiksow zawierajacych wiccej
niz 10 % dodatkéw paszowych. Ma ona jednak réwniez zastosowanie do tych matryc z odpowiednimi niewielkimi zmianami, pod
warunkiem Ze metoda zostanie nastepnie zwalidowana wewnetrznie. Dodatkowe informacje mozna znalez¢ na stronie https:/[ec.
europa.eu/jrc/en/eurl/feed-additives/authorisation.
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2.2.

3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

3.16.1.

3.16.2.

3.16.3.

3.18.

Aminokwasy catkowite

Wybor sposobu postepowania zalezy od oznaczanych aminokwaséw. Cystyne (cysteing) i metioning nalezy przed
hydroliza podda¢ utlenianiu, odpowiednio do kwasu cysteinowego i sulfonu metioniny. Tyrozyna musi by¢ ozna-
czana w hydrolizatach prébek niepoddanych utlenieniu. Pozostate aminokwasy wymienione w pkt 1 (Celi zakres
stosowania metody) moga by¢ oznaczane w probce 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 pirosiarczynu sodu. Utleniona albo niepoddana
utlenianiu prébka jest hydrolizowana kwasem chlorowodorowym (pkt 3.20) przez 23 godziny. Hydrolizat dosto-
sowuje si¢ do pH 2,20. Aminokwasy sg oddzielane w drodze chromatografii jonowymiennej i oznaczane na dro-
dze reakgji z ninhydryna, przez fotometryczna detekcje przy 570 nm (440 nm w przypadku proliny).

Odczynniki

Nalezy stosowal wode podwéjnie destylowana lub réwnowaznej jakosci (przewodnos¢ < 10 ).
Nadtlenek wodoru, w (w/w) = 30 %

Kwas mréwkowy, w (w/w) = 98-100 %

Fenol

Pirosiarczyn sodu

Wodorotlenek sodu

Kwas 5-sulfosalicylowy dihydrat

Kwas chlorowodorowy, gestos¢ okoto 1,18 g/ml

Cytrynian trisodu, dihydrat

2,2’ tiodietanol (tiodiglikol)

Chlorek sodu

Ninhydryna

Eter naftowy, zakres temperatur wrzenia od 40 do 60 °C

Norleucyna lub inny zwigzek odpowiedni do stosowania jako wzorzec wewngtrzny.

Azot gazowy (< 10 ppm tlenu)

1-oktanol

Aminokwasy

Substancje wzorcowe aminokwaséw wymienione w pkt 1 (Cel i zakres stosowania metody). Czyste zwigzki, nie-
zawierajace wody krystalizacyjnej. Suszy¢ w warunkach prézni w obecnosci P,Os lub H,SO, przez tydzien przed
uzyciem.

Kwas cysteinowy

Sulfon metioniny

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

Rozpusci¢ 300 g NaOH (pkt 3.5) w wodzie i uzupelni¢ kolbe do objetosci 1 1 woda.

Roztwér wodorotlenku sodu, ¢ = 1 mol/l:

Rozpusci¢ 40 g NaOH (pkt 3.5) w wodzie i uzupehnic kolbe do objetosci 1 1 woda.

Roztwor kwasu mréwkowego i fenolu:

Zmiesza¢ 889 g kwasu mréwkowego (pkt 3.2) z 111 g wody i dodaé 4,73 g fenolu (pkt 3.3).
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3.20.

3.21.

3.22.

3.23.

3.24.

3.25.

3.26.

3.27.

3.27.1.

3.27.2.

3.27.3.

3.27.4.

3.27.5.

Mieszanina hydrolizujaca, ¢ = 6 mol HCl/, zawierajaca 1 g fenolu/l:

Dodac 1 g fenolu (pkt 3.3) do 492 ml HCI (pkt 3.7) i uzupetnic kolbe do objetosci 1 1 woda.

Mieszanina ekstrakcyjna, ¢ = 0,1 mol HCl/l, zawierajaca 2 % tiodiglikolu: Pobra¢ 8,2 ml HCI (pkt 3.7), rozpusci¢
w okoto 900 ml wody, doda¢ 20 ml tiodiglikolu (pkt 3.9) i uzupeic¢ kolbe do objetosci 1 1 woda (nie mieszaé
bezposrednio odczynnikéw okreslonych w pkt 3.7 i 3.9).

Kwas 5-sulfosalicylowy, 8 = 6 %:

Rozpusci¢ 60 g kwasu 5-sulfosalicylowego (pkt 3.6) w wodzie i uzupetni¢ kolbe do objetosci 1 1 woda.

Mieszanina utleniajaca (kwas nadmréwkowy — fenol):

Zmiesza¢ w malej zlewce 0,5 ml nadtlenku wodoru (pkt 3.1) z 4,5 ml roztworu kwasu mréwkowego i fenolu (pkt
3.19). Inkubowal w temperaturze od 20 do 30 °C przez godzing w celu utworzenia kwasu nadmréwkowego,
nastepnie schlodzi¢ w tazni lodowej (15 minut) przed dodaniem tej mieszaniny do probki.

Uwaga: Unika¢ kontaktu ze skéra i nosi¢ odziez ochronna.

Bufor cytrynianowy, ¢ = 0,2 mol Na*/l, pH 2,20:

Rozpusci¢ 19,61 g cytrynianu sodu (pkt 3.8), 5 ml tiodiglikolu (pkt 3.9), 1 g fenolu (pkt 3.3) i 16,50 ml HCI (pkt
3.7) w okoto 800 ml wody. Dostosowa¢ pH do 2,20. Uzupelni¢ do objetosci 1 1 woda.

Bufory elucyjne, przygotowane zgodnie z warunkami stosowanego analizatora (pkt 4.9)

Odczynnik ninhydrynowy, przygotowany zgodnie z warunkami stosowanego analizatora (pkt 4.9)

Wzorcowe roztwory aminokwasow. Roztwory te nalezy przechowywaé w temperaturze nizszej niz 5 °C.

Podstawowy roztwor wzorcowy aminokwasow (3.16.1)
Kazdy o stezeniu ¢ = 2,5 umol/ml, w kwasie chlorowodorowym.

Moga by¢ otrzymane w handlu.

Podstawowy roztwoér wzorcowy kwasu cysteinowego i sulfonu metioniny, ¢ = 1,25 pmol/ml

Rozpuscic 0,2115 g kwasu cysteinowego (pkt 3.16.2) 10,2265 g sulfonu metioniny (pkt 3.16.3) w buforze cytry-
nianowym (pkt 3.24) w kolbie miarowej o pojemnosci 1 1i uzupetni¢ do pelnej objetosci kolby buforem cytrynia-
nowym. Przechowywa w temperaturze nizszej niz 5 °C nie dtuzej niz przez 12 miesigcy. Roztworu nie stosuje
sig, jezeli podstawowy roztwor wzorcowy (pkt 3.27.1) zawiera kwas cysteinowy i sulfon metioniny.

Podstawowy roztwér wzorcowy wzorca wewnetrznego, np. norleucyny, ¢ = 20 pmol/ml

Rozpuscic¢ 0,6560 g norleucyny (pkt 3.13) w buforze cytrynianowym (pkt 3.24) w kolbie miarowej i uzupetnié
kolbe do objetosci 250 ml buforem cytrynianowym. Przechowywal w temperaturze nizszej niz 5 °C nie dluzej
niz przez sze$¢ miesiecy.

Kalibracyjny roztwér wzorca aminokwaséw do uzycia z hydrolizatami, ¢ = 5 nmol/50 pl kwasu cysteinowego
i sulfonu metioniny i ¢ = 10 nmol/50 pl pozostalych aminokwaséw. Rozpusci¢ 2,2 g chlorku sodu (pkt 3.10)
w zlewce o pojemnosci 100 ml z 30 ml buforu cytrynianowego (pkt 3.24). Doda¢ 4,00 ml podstawowego roz-
tworu wzorcowego aminokwaséw (pkt 3.27.1), 4,00 ml podstawowego roztworu wzorcowego kwasu cysteino-
wego i sulfonu metioniny (pkt 3.27.2) i, jezeli jest stosowany, 0,50 ml podstawowego roztworu wzorcowego
wzorca wewnetrznego (pkt 3.27.3). Dostosowaé pH do 2,20 z uzyciem roztworu wodorotlenku sodu (pkt 3.18).

Przenie$¢ ilosciowo do kolby miarowej o pojemnosci 50 ml, uzupehi¢ do pelnej objetosci kolby buforem cytry-
nianowym (pkt 3.24) i zmieszac.

Przechowywad w temperaturze nizszej niz 5 °C nie dtuzej niz przez trzy miesigce.

Zob. réwniez objasnienia pkt 9.1.

Kalibracyjny roztwér wzorca aminokwaséw do stosowania z hydrolizatami przygotowanymi w sposéb okreslony
w pkt 5.3.3.1 i do uzycia z ekstraktami (pkt 5.2). Roztwér kalibracyjny przygotowuje si¢ w sposéb okreslony
w pkt 3.27.4, z pominieciem chlorku sodu.

Przechowywaé w temperaturze nizszej niz 5 °C nie dluzej niz przez trzy miesiace.

32129

ELL http://data.europa.eufelijreg_impl/2024/771/oj



Dz.U. L z 15.3.2024

PL

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

4.9.

5.1.

5.2.

Aparatura i sprzet
Kolba okraglodenna o pojemnosci 100 lub 250 ml z chlodnica zwrotna

Butelka ze szkla borokrzemowego o pojemnosci 100 ml z nakretkg pokryta guma/teflonem (np. Duran, Schott)
do stosowania w suszarce

Suszarka z wentylacja wymuszona i mozliwoscig regulacji temperatury z dokladnoscig wigksza niz + 2 °C
Pehametr (dokladnos¢ do trzech miejsc po przecinku)

Filtr membranowy (0,22 pm)

Wiréwka

Rotacyjna wyparka prézniowa

Wytrzgsarka mechaniczna lub mieszadto magnetyczne

Analizator aminokwaséw lub wyposazenie do HPLC z kolumng jonowymienng, przystawka do ninhydryny,
postkolumnowa derywatyzacja i detektorem fotometrycznym.

Kolumna jest wypetniona sulfonowang zywica polistyrenows majacg zdolno$¢ rozdzialu aminokwaséw od siebie
i od innych skladnikéw reagujacych z ninhydryng. Przeptyw buforu i ninhydryny jest przeprowadzany przez
pompy o stabilnosci przeptywu £ 0,5 % zaréwno w czasie testowania kalibracyjnych roztworéw, jak i analizy pro-
bek.

W niektdrych analizatorach aminokwaséw moga by¢ stosowane metody hydrolizy, w ktérych hydrolizat zawiera
stezenie sodu ¢ = 0,8 mol/l i calg pozostalos¢ kwasu mréwkowego z etapu utleniania. Inne analizatory nie daja
zadowalajgcego rozdzialu niektérych aminokwaséw, jezeli hydrolizat zawiera nadmiar kwasu mréwkowego lub
wysokie stezenie jonéw sodowych. W tym przypadku objeto$¢ kwasu jest zmniejszana przez odparowanie do
objetosci okolo 5 ml, ktére wykonuje si¢ po hydrolizie i przed dostosowaniem pH. Odparowywanie nalezy pro-
wadzi¢ w warunkach prézni w temperaturze nie wyzszej niz 40 °C.

Sposob postepowania

Przygotowanie prébki

Zmieli¢ prébke tak, aby przesiewala si¢ przez oczka sita o $rednicy 0,5 mm. Probki o duzej zawartosci wilgoci
przed zmieleniem wysuszy¢ albo na powietrzu w temperaturze nieprzekraczajacej 50 °C, albo przez liofilizacje.
Prébki o wysokiej zawartosci thuszczu przed zmieleniem nalezy poddaé ekstrakgji eterem naftowym (3.12).

Oznaczanie wolnych aminokwasow

Odwazy¢, z dokladnoscig do 0,2 mg, odpowiednig ilo$¢ (1-5 g) probki przygotowanej w sposéb okreslony w pkt
5.1 do kolby stozkowej i doda¢ 100,0 ml mieszaniny ekstrakcyjnej (pkt 3.21). Wytrzasaé mieszaning przez
60 minut, uzywajac mechanicznej wytrzasarki lub mieszadla magnetycznego (pkt 4.8). Odstawi¢ do sedymentacji
osadu i pobraé pipetg 10,0 ml supernatantu do zlewki o objetosci 100 ml.

Dodaé, mieszajac, 5,0 ml roztworu kwasu sulfosalicylowego (pkt 3.22) i kontynuowa¢ mieszanie z uzyciem mie-
szadla magnetycznego przez 5 minut. Przefiltrowa¢ lub odwirowa¢ supernatant w celu usunigcia osadu. Umiesci¢
10,0 ml otrzymanego roztworu w zlewce o objetosci 100 ml, dostosowa¢ pH do 2,20 z uzyciem roztworu wodo-
rotlenku sodu (pkt 3.18), przenie$¢ do kolby o miarowej odpowiedniej pojemnosci, z uzyciem buforu cytryniano-
wego (3.24) i uzupehic roztworem buforowym do pelnej objetosci tej kolby (pkt 3.24).

Jezeli jest stosowany wzorzec wewnetrzny, doda¢ 1,00 ml wzorca wewnetrznego (pkt 3.27.3) na kazde 100 ml
koficowego roztworu i uzupehni¢ roztworem buforowym (pkt 3.24) do pelnej objetosci kolby.

Przeprowadzi¢ chromatografie w sposéb okreslony w 5.4.

Jezeli ekstrakty nie beda oznaczane tego samego dnia, nalezy przechowywac je w temperaturze nizszej niz 5 °C.
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5.3. Oznaczanie catkowitej zawartosci aminokwasow

5.3.1.  Utlenianie
Odwazy¢, z dokladnoscig do 0,2 mg, od 0,1 do 1 g prébki przygotowanej w sposob okreslony w pkt 5.1 do:
— kolby okraglodennej o pojemnosci 100 ml (pkt 4.1) do hydrolizy otwartej (pkt 5.3.2.3) lub

— kolby okraglodennej o pojemnosci 250 ml (pkt 4.1), jezeli wymagane jest niskie stezenie sodu (pkt 5.3.3.1),
lub

— butelki o pojemnosci 100 ml z nakretka (pkt 4.2) (w przypadku hydrolizy zamknigtej pkt 5.3.2.4).

Odwazona cze$¢ probki musi zawieraé okoto 10 mg azotu, a poziom wilgotnosci nie moze przekraczaé¢ 100 mg.
Umiesci¢ kolbe lub butelke w lodowej fazni wodnej i schlodzi¢ do temperatury 0 °C, doda¢ 5 ml mieszaniny utle-
niajgcej (pkt 3.23) i zamiesza¢, uzywajac szklanej szpatutki z wygietym koficem. Uszczelni¢ kolbe/butelke wraz ze
szpatulks, stosujac hermetyczng powloke, umiesci¢ wraz z lodowa taznig wodna w lodéwce o temperaturze
0 °C i pozostawi¢ na 16 godzin. Po 16 godzinach wyja¢ z lodéwki i roztozy¢ nadmiar odczynnika utleniajacego

przez dodanie 0,84 g pirosiarczynu sodu (pkt 3.4).

Nastepnie postepowaé w sposdb okreslony w pkt 5.3.2.1.

5.3.2. Hydroliza

5.3.2.1. Hydroliza probek utlenionych

Do utlenionej prébki przygotowanej w sposéb okreslony w pkt 5.3.1 doda¢ 25 ml mieszaniny hydrolizujacej (pkt
3.20), zwracajac uwage, aby zmy¢ pozostalo$ci probki przywierajace do bocznych $cianek naczynia i szpatutki.

W zaleznosci od sposobu przeprowadzonej hydrolizy postegpowac w sposéb okreslony w pkt 5.3.2.3 lub 5.3.2.4.

5.3.2.2. Hydroliza prébek nieutlenionych

Odwazy¢, z dokladnoscig do 0,2 mg, od 0,1 do 1 g probki przygotowanej w sposob okreslony w pkt 5.1 do kolby
okraglodennej o pojemnosci 100 lub 250 ml (pkt 4.1) lub do butelki o pojemnosci 100 ml z nakretka (pkt 4.2).
Odwazona cze$¢ probki musi zawiera¢ okolo 10 mg azotu. Ostroznie doda¢ 25 ml mieszaniny hydrolizujacej
(pkt 3.20) i zmieszaé z probka. Nastgpnie postgpowal w sposob okreslony w pkt 5.3.2.3 lub 5.3.2.4.

5.3.2.3. Hydroliza otwarta

Do kolby z mieszaning, przygotowang w sposob okreslony w pkt 5.3.2.1 lub 5.3.2.2, doda¢ 3 szklane koraliki
i gotowad, utrzymujgc stan wrzenia pod chlodnica zwrotng przez 23 godziny. Po zakoniczonej hydrolizie przemyé
chlodnice 5 ml buforu cytrynianowego (pkt 3.24). Odlaczy¢ kolbe i schlodzi¢ w fazni lodowe;.

Nastepnie postepowaé w sposdb okreslony w pkt 5.3.3.

5.3.2.4. Hydroliza zamknigta

Umiesci¢ butelke zawierajacg mieszaning, przygotowang w sposob okreslony w pkt 5.3.2.1 lub 5.3.2.2, w suszarce
(pkt 4.3) w temperaturze 110 °C. W czasie pierwszej godziny hydrolizy, aby uniknaé gwaltownego wzrostu ci$nie-
nia (W wyniku powstawania substancji gazowych) i wybuchu, umiesci¢ nakretke na naczyniu. Nie zamykad naczy-
nia nakretka. Po godzinie dokreci¢ nakretke i pozostawi¢ w suszarce (pkt 4.3) przez 23 godziny. Po zakoficzeniu
hydrolizy wyja¢ butelke z suszarki, ostroznie odkreci¢ nakretke i umiesci¢ butelke w lodowej tazni wodnej. Pozos-
tawi¢ do schlodzenia.

W zaleznosci od sposobu dostosowania pH (pkt 5.3.3) przenies¢ iloSciowo zawarto$¢ butelki do zlewki lub kolby
okraglodennej o pojemnosci 250 ml, stosujac bufor cytrynianowy (pkt 3.24).

Nastepnie postepowaé w sposdb okreslony w pkt 5.3.3.
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5.3.3.1.

5.3.3.2.

5.4.

Dostosowanie pH

W zaleznosci od tolerangji analizatora aminokwaséw (pkt 4.9) na so6d pH dostosowuje si¢ w sposéb okreslony
w pkt 5.3.3.1 lub 5.3.3.2.

Dla systeméw chromatograficznych (pkt 4.9) wymagajacych niskiego stezenia sodu

Wskazane jest zastosowanie podstawowego roztworu wzorcowego wzorca wewnetrznego (pkt 3.27.3), gdy
wykorzystywane sg analizatory aminokwaséw wymagajace niskiego stezenia sodu (w przypadku gdy nalezy zre-
dukowac¢ objetos¢ kwasu).

W tym przypadku dodaé 2,00 ml podstawowego roztworu wzorcowego wzorca wewnetrznego (pkt 3.27.3) do
hydrolizatu przed odparowaniem.

Doda¢ 2 krople 1-oktanolu (pkt 3.15) do hydrolizatu otrzymanego w sposob okreslony w pkt 5.3.2.3 lub 5.3.2.4.

Stosujgc wyparke rotacyjna (pkt 4.7), zmniejszy¢é w warunkach prézni i w temperaturze 40 °C objeto$¢ do
5-10 ml. Jezeli objetos¢ zostanie przypadkowo zredukowana ponizej 5 ml, hydrolizat nalezy wyrzuci¢ i powto-
rzy¢ analizg.

Dostosowaé pH do 2,20 z uzyciem roztworu wodorotlenku sodu (pkt 3.18) i postegpowaé w sposéb okreslony
w pkt 5.3.4.

Dla pozostatych analizatoréw aminokwaséw (pkt 4.9)

Pobra¢ hydrolizaty otrzymane w sposéb okreslony w pkt 5.3.2.3 lub 5.3.2.4 i czgSciowo je zneutralizowad
poprzez ostrozne dodanie 17 ml roztworu wodorotlenku sodu (pkt 3.17) i jednoczesne mieszanie, przy czym
nalezy zwrdci¢ uwage, aby temperatura roztworu byla nizsza niz 40 °C.

Dostosowa¢ pH do 2,20 w temperaturze pokojowej, dodajgc roztwdr wodorotlenku sodu (pkt 3.17), a pod koniec
roztwér wodorotlenku sodu (pkt 3.18). Nastepnie postepowac w sposob okreslony w pkt 5.3.4.

Roztwor probki do analizy chromatograficznej

Przenie$¢ ilosciowo hydrolizat o dostosowanym pH (pkt 5.3.3.1 lub 5.3.3.2) z uzyciem buforu cytrynianowego
(pkt 3.24) do kolby miarowej o pojemnosci 200 ml i uzupetni¢ do pelnej objetosci kolby buforem (pkt 3.24).

Jezeli wezesniej nie dodawano wzorca wewnetrznego, dodaé 2,00 ml wzorca wewnetrznego (pkt 3.27.3) i uzupel-
ni¢ buforem cytrynianowym (pkt 3.24) do pelnej objetosci kolby. Dokladnie wymieszac.

Przej$¢ do analizy chromatograficznej (pkt 5.4).

Jezeli roztwory prébek nie beda analizowane tego samego dnia, nalezy przechowywac je w temperaturze nizszej
niz 5 °C.

Chromatografia

Przed analizg chromatograficzng doprowadzi¢ ekstrakt (pkt 5.2) lub hydrolizat (pkt 5.3.4) do temperatury poko-
jowej. Wstrzasna¢ mieszaning i przefiltrowa¢ jej odpowiednia ilo§¢ przez filtr membranowy 0,22 pum (pkt 4.5).
Otrzymany klarowny roztwér jest poddawany chromatografii jonowymiennej przy wykorzystaniu analizatora
aminokwasow (pkt 4.9).

Dozowanie wykonuje si¢ recznie lub automatycznie. Wazne jest, aby na kolumne nanie$¢ takie same ilosci roz-
twor6éw z dokladnoscia £ 0,5 % zaréwno w przypadku analizy wzorcow, jak i badanych prébek, z wyjatkiem gdy
jest stosowany wzorzec wewnetrzny, oraz aby stosunek sodu do aminokwasu w roztworze badanej prébki byl jak
najbardziej zblizony do tego w roztworze wzorcowym.

Zasadniczo czesto§¢ przeprowadzania kalibracji zalezy od stabilno$ci odczynnika ninhydrynowego i od systemu
analitycznego. Wzorzec lub probka sg rozcieficzane buforem cytrynianowym (pkt 3.24), tak aby powierzchnia
piku wzorca odpowiadata od 30 do 200 % powierzchni piku badanej probki aminokwasu.

Analiza chromatograficzna aminokwaséw bedzie r6zni¢ si¢ nieznacznie w zaleznosci od typu stosowanego anali-
zatora i zywicy. Wybrany system musi mie¢ zdolno$¢ oddzielenia od siebie aminokwaséw oraz od skladnikow
reagujacych z ninhydryna. W badanym zakresie stosowany system chromatograficzny musi dawa¢ liniowa odpo-
wiedZ na zmiany ilosci aminokwaséw dodawanych na kolumne.

ELL http://data.europa.eu/elijreg_impl/2024/771/oj

35/129



PL Dz.U. L z 15.3.2024

W czasie analizy chromatograficznej opisany ponizej stosunek pik — dolina odnosi si¢ do przypadku, gdy jest ana-
lizowany roztwér rownomolowy oznaczanego aminokwasu. Roztwor réwnomolowy aminokwasu musi zawiera¢
co najmniej 30 % maksymalnej zawarto$ci kazdego aminokwasu, co mozna dokladnie zmierzy¢ z uzyciem anali-
zatora aminokwasow (pkt 4.9).

Dla oddzielenia treoniny od seryny stosunek pik — dolina nizszego z pokrywajacych si¢ aminokwaséw na chroma-
tografie nie moze przekraczaé 2:10 (w przypadku gdy oznaczane sa tylko cystyna (cysteina), metionina, treonina
i lizyna, niewystarczajace oddzielenie od sasiednich pikéw bedzie ujemnie wplywato na oznaczenie). Dla wszyst-
kich innych aminokwaséw rozdzial musi by¢ lepszy niz 1:10.

System musi zapewnia¢ oddzielenie lizyny od »artefaktow lizyny« i od ornityny.

6. Obliczanie wynikéw

Powierzchnie pikéw probki i wzorca mierzy sig dla kazdego pojedynczego aminokwasu i obliczana jest zawarto$é
aminokwasu (X) w g/kg probki.

_ A xcxMxV
X = B xm x 1000

Jezeli jest stosowany wzorzec wewnetrzny, wyrazenie nalezy pomnozy¢ przez: %

A= powierzchnia piku hydrolizatu lub ekstraktu

B= powierzchnia piku kalibracyjnego roztworu wzorcowego

C= powierzchnia piku wzorca wewnetrznego w hydrolizacie lub ekstrakcie

D= powierzchnia piku wzorca wewnetrznego, kalibracyjny roztwér wzorcowy

M= masa molowa oznaczanego aminokwasu

c= stezenie wzorca w pmol/ml

m= masa probki w g (przeliczona na masg oryginalnej probki w przypadku podsuszania lub odttuszczania)

V= ?yliiroliz)at ogdlem w ml (pkt 5.3.4) lub obliczona catkowita objetos¢ w ml rozcieficzonego ekstraktu
pkt 6.1

Cystyna i cysteina s oznaczane jako kwas cysteinowy w hydrolizatach utlenionej prébki, ale sg obliczane jak cys-
tyna (C¢H,,N,0,4S,, M 240,30 g/mol), przy zastosowaniu M 120,15 g/mol (= 0,5 x 240,30 g/mol).

Metionina jest oznaczana jako sulfon metioniny w hydrolizatach utlenionej probki, ale jest obliczana jak metio-
nina, z zastosowaniem M metioniny: 149,21 g/mol.

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

6.1. Calkowita objeto$¢ rozcienczonych ekstraktéow (F) w przypadku oznaczania zawarto$ci wolnych aminokwaséw
(pkt 5.2) oblicza si¢ wedtug nastepujacego wzoru:

F = 100 ml x (10 ml4+5 ml) « v
10 ml 10

V= objetos¢ koncowego ekstraktu

7. Ocena metody

W 1990 r. przeprowadzono migdzynarodowe badanie poréwnawcze metody z uzyciem czterech pasz (mieszanki
paszowej dla $win,, mieszanki paszowej dla brojleréw, koncentratu biatkowego i premiksu).

Uwaga: Metoda zostata przebadana podczas drugiego migdzynarodowego badania poréwnawczego w 2003 r.,
z wykorzystaniem $lepych, pobranych dwukrotnie probek paszy dla brojleréw do tuczu koficowego,
paszy startowej dla brojleréw, kukurydzy, maczki rybnej i maczki drobiowej. Szczegdtowe informacje
mozna znalez¢ w normie EN ISO 13903.
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7.1.

7.2.

W tabelach w niniejszym punkcie podano wyniki badania poréwnawczego z 1990 r. po
odstajacych oraz odchylen przecigtnych i standardowych:

Srednie wielkosci w glkg

odrzuceniu wartos$ci

Aminokwas
Material referencyjny
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 brojler6w 9,31 3,92 5,08 13,93
n=16 n=18 n=18 n=16
Koncentrat biatkowy 22,32 5,06 12,01 47,74
n=16 n=17 n=17 n=15
Premiks 58,42 — 90,21 98,03
n=16 n=16 n=16

n = liczba uczestniczacych laboratoriow

Powtarzalnos¢

Powtarzalno$¢ wyrazona jako »odchylenie standardowe w ramach laboratorium« badania poréwnawczego przed-
stawionego w tabeli powyzej jest przedstawiona w ponizszych tabelach:

Wspélczynnik zmiennosci (%) dla powtarzalnosci (CV,)

Aminokwas
Material referencyjny
Treonina Cystyna/cysteina Metionina Lizyna
Mieszanka paszowa dla $win 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 2,2 2,4
n=16 n=17 n=17 n=15
Premiks 2,2 — 2,4 2,1
n=16 n=16 n=16

n = liczba uczestniczacych laboratoriow

Odtwarzalnosé

Wryniki odchylenia standardowego migdzy laboratoriami otrzymane w wyniku przeprowadzenia omawianego
powyzej poréwnawczego badania sa przedstawione w ponizszej tabeli:

Wspolczynnik zmiennosci (%) dla odtwarzalnoéci (CVg)

Aminokwas
Material referencyjny
Treonina Cystyna/cysteina Metionina Lizyna
Mieszanka paszowa dla §win 4,1 9,9 7,0 3,2
n=15 n=17 n=17 n=13
Mieszanka paszowa dla brojler6w 5,2 8,8 10,9 5,4
n=16 n=18 n=18 n=16
Koncentrat biatkowy 3,8 12,3 13,0 3,0
n=16 n=17 n=17 n=15
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Premiks 4,3 - 6,9 6,7

n = liczba uczestniczacych laboratoriow

8. Stosowanie materialéw odniesienia

Prawidlowe stosowanie metody weryfikuje si¢ przez wykonywanie powtérnych pomiaréw certyfikowanych mate-
rialéw odniesienia, jezeli takie s3 dostgpne. Zalecana jest takze kalibracja z zastosowaniem certyfikowanych kali-
bracyjnych roztworéw aminokwasow.

9. Objasnienia

9.1. Z powodu réznic pomiedzy analizatorami aminokwaséw koficowe stezenia kalibracyjnych roztworéw aminok-
wasow wzorcowych (zob. pkt 3.27.4 1 3.27.5) oraz hydrolizatu (zob. pkt 5.3.4) nalezy traktowa¢ jako przykla-
dowe.

Zakres liniowej odpowiedzi aparatu nalezy sprawdzi¢ dla wszystkich aminokwaséw.
Roztwor wzorcowy jest rozcienczany buforem cytrynianowym, tak aby otrzymaé powierzchnie piku o $rednim

zasiegu.

9.2. Jezeli do analizy hydrolizatéw jest wykorzystywany wysoko sprawny chromatograf cieczowy, nalezy zoptymali-
zowa¢ warunki doswiadczalne analizy zgodnie z zaleceniami producenta.

9.3. Przy stosowaniu tej metody do mieszanek paszowych lub premikséw zawierajacych wiecej niz 1 % chlorkéw
(koncentraty, mieszanki paszowe mineralne, mieszanki paszowe uzupelniajace) wyniki oznaczania metioniny
mogg by¢ zanizone i nalezy stosowac specjalne postgpowanie.

10. Kryteria wydajnosci
Zestawienie wynikow (z wyjatkiem tyrozyny) pochodzacych z dwdch poréwnan miedzylaboratoryjnych
(z 1990 r. przedstawionych w pkt 7 powyzej i z 2005 r. opisanych w normie EN/ISO 13903) daje nastepujace
kryteria powtarzalnosci i odtwarzalno$ci. Wartosci uzyskane w tych dwdch badaniach migdzylaboratoryjnych
moga nie mie¢ zastosowania do zakreséw stezefi i matryc innych niz podane.

10.1.  Powtarzalnos

Réznica migdzy wynikami dwdch oznaczeni przeprowadzonych dla tej samej probki w tym samym laboratorium
i przez tego samego analityka nie moze przekraczac:

— 6 % wzgledem wyzszej wartoSci, dla catkowitej zawarto$ci aminokwaséw w przypadku glicyny, alaniny,
lizyny, proliny, kwasu glutaminowego, izoleucyny i histydyny;

— 8 % wzgledem wyzszej wartosci, dla calkowitej zawartosci aminokwaséw w przypadku treoniny, fenyloala-
niny, metioniny, kwasu asparaginowego i leucyny;

— 10 % wzgledem wyzszej wartosci, dla catkowitej zawartosci aminokwaséw w przypadku argininy i waliny;
— 12 % wzgledem wyzszej wartosci, dla calkowitej zawartosci aminokwasu seryna;

— 15 % wzgledem wyzszej wartosci, dla catkowitej zawartosci aminokwasu cystyna (cysteina).

10.2.  Odtwarzalnosé

Réznica pomigdzy wynikami dwdch oznaczeni wykonanych dla tej samej probki w réznych laboratoriach lub
przez réznych analitykéw nie moze przekraczaé:

— 15 % wzgledem wyzszej wartosci, dla calkowitej zawarto$ci aminokwaséw w przypadku glicyny, alaniny
i treoniny;

— 20 % wzgledem wyzszej wartosci, dla calkowitej zawartosci aminokwaséw w przypadku lizyny, proliny, feny-
loalaniny, metioniny i kwasu asparaginowego;

— 22 % wzgledem wyzszej wartodci, dla calkowitej zawartosci aminokwaséw w przypadku kwasu glutamino-
wego i leucyny;

— 27 % wzgledem wyzszej wartosci, dla catkowitej zawartoci aminokwasu arginina;

— 32 % wzgledem wyzszej wartosci, dla calkowitej zawartosci aminokwasu izoleucyna;
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3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

— 35 % wzgledem wyzszej wartosci, dla catkowitej zawartosci aminokwaséw w przypadku waliny i seryny;
— 40 % wzgledem wyzszej wartosci, dla catkowitej zawarto$ci aminokwasu histydyna;

— 50 % wzgledem wyzszej wartosci, dla calkowitej zawarto$ci aminokwasu cystyna (cysteina).

F. OZNACZANIE TRYPTOFANU
Metody analizy, ktére nalezy stosowal do oznaczania tryptofanu:
— EN ISO 13904 Pasze — Oznaczanie zawartosci tryptofanu;
— metoda analizy opisana w pkt 1-9 ponize;j.
Cel i zakres stosowania metody

Metoda stuzy do oznaczania zawartosci calkowitego i wolnego tryptofanu w paszach. Metoda nie wyrdznia form
DilL.

Sposéb przeprowadzenia metody

W celu oznaczenia catkowitego tryptofanu prébka jest hydrolizowana w Srodowisku zasadowym z uzyciem nasy-
conego roztworu wodorotlenku baru i ogrzewana do 110 °C przez 20 godzin. Po hydrolizie dodawany jest wzo-
rzec wewnetrzny.

W celu oznaczenia wolnego tryptofanu probka jest ekstrahowana w warunkach lekko kwasnych w obecnosci
WZOrca Wewnetrznego.

Tryptofan i wzorzec wewnetrzny w hydrolizacie lub w ekstrakcie jest oznaczany metodg HPLC z detekcja fluores-
cencyjng.

Odczynniki
Nalezy stosowaé wod¢ podwojnie destylowang lub o réwnowaznej jakosci (przewodno$¢ < 10 uS/cm).
Substancja wzorcowa: tryptofan (czysto§¢/zawarto$¢ = 99 %) suszony w prézni nad pigciotlenkiem fosforu

Substancja wzorcowa wewnetrzna: a-metylo-tryptofan (czysto§¢/zawarto$¢ = 99 %) suszony w prézni nad pie-
ciotlenkiem fosforu

Wodorotlenek baru, oktahydrat (nalezy uwaza¢, aby nie wystawia¢ Ba(OH),.8 H,O na nadmierne dziatanie powie-
trza, aby unikna¢ tworzenia si¢ BaCO;, ktéry moglby utrudnia oznaczenie) (zob. objasnienia pkt 9.3)

Wodorotlenek sodu

Kwas ortofosforowy, w (w/w) = 85 %

Kwas chlorowodorowy, pyo 1,19 g/ml

Metanol do HPLC

Eter naftowy, zakres temperatur wrzenia od 40 do 60 °C

Roztwér wodorotlenku sodu, ¢ = 1 mol/l

Rozpuscic 40,0 g NaOH (pkt 3.5) w wodzie i uzupehi¢ do objetosci 1 1 woda (pkt 3.1).

Kwas chlorowodorowy, ¢ = 6 mol/l:

Odmierzy¢ 492 ml HCI (pkt 3.7) i uzupelni¢ do objetosci 1 1 woda.

Kwas chlorowodorowy, ¢ = 1 mol/l:

Odmierzy¢ 82 ml HCI (pkt 3.7) i uzupehi¢ do objetosci 1 1 woda.
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3.13.  Kwas chlorowodorowy, ¢ = 0,1 mol/l:

Odmierzy¢ 8,2 ml HCI (pkt 3.7) i uzupehi¢ do objetosci 1 1 woda.

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

Odmierzy¢ 34 ml kwasu ortofosforowego (pkt 3.6) i uzupelni¢ do objetosci 1 1 wodg (pkt 3.1).

3.15.  Stezony roztwdr tryptofanu (pkt 3.2), ¢ = 2,50 pmol/ml:

W kolbie miarowej o pojemnosci 500 ml rozpusci¢ 0,2553 g tryptofanu (pkt 3.2) w kwasie chlorowodorowym
(pkt 3.13) i uzupetnic¢ do pelnej objetosci kolby kwasem chlorowodorowym (pkt 3.13). Przechowywad w tempera-
turze -18 °C nie dluzej niz przez 4 tygodnie.

3.16.  Stezony roztwdr wzorca wewnetrznego, ¢ = 2,50 pmol/ml:

W kolbie miarowej o pojemnosci 500 ml rozpusci¢ 0,2728 g a-metylo-tryptofanu (pkt 3.3) w kwasie chlorowo-
dorowym (pkt 3.13) i uzupelni¢ do pelnej objetosci kolby kwasem chlorowodorowym (pkt 3.13). Przechowywaé
w temperaturze -18 °C nie dtuzej niz przez 4 tygodnie.

3.17.  Kalibracyjny roztwoér wzorcowy tryptofanu i wzorca wewnetrznego:

Odmierzy¢ 2,00 ml stezonego roztworu tryptofanu (pkt 3.15) i 2,00 ml stezonego roztworu wzorca wewnetrz-
nego (a-metylo-tryptofanu) (pkt 3.16). Rozcieficzy¢ woda (pkt 3.1) i metanolem (pkt 3.8) w przyblizeniu do tej
samej objetosci i tego samego stezenia metanolu (10-30 %) jak w koficowym hydrolizacie.

Roztwér przygotowad bezposrednio przed uzyciem.

Chronié przed bezposrednim dzialaniem $wiatla podczas przygotowywania.
3.18.  Kwas octowy
3.19.  1,1,1-trichloro-2-metylo-2-propanol
3.20.  Etanoloamina w (w/w) > 98 %
3.21.  Roztwdr 1 g 1,1,1-trichloro-2-metylo-2-propanolu (pkt 3.19) w 100 ml metanolu (pkt 3.8)

3.22.  Faza ruchoma do HPLC: 3,00 g kwasu octowego (pkt 3.18) + 900 ml wody (pkt 3.1) + 50,0 ml roztworu (pkt
3.21) 1,1,1-trichloro-2-metylo-2-propanolu (pkt 3.19) w metanolu (pkt 3.8) (1 g/100 ml). Dostosowaé pH do
5,00 z uzyciem etanoloaminy (pkt 3.20). Uzupehi¢ do objetosci 1 000 ml woda (pkt 3.1).

4. Aparatura i sprzet
4.1. Wyposazenie HPLC z detektorem spektrofluorometrycznym
4.2. Kolumna do chromatografii cieczowej, 125 mm x 4 mm, C,5, wypelnienie 3 pm lub réwnowazna

4.3. Pehametr

4.4, Kolba z polipropylenu o pojemnosci 125 ml, z szeroka szyjka i nakretka
4.5. Filtr membranowy, 0,45 pm

4.6. Autoklaw, 110 (£ 2) °C, 1,4 (+ 0,1) bar.

4.7. Wytrzasarka mechaniczna lub mieszadlo magnetyczne

4.8. Witrzgsarka
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5.1.

5.2.

5.3.

5.4.

Sposéb postepowania

Przygotowanie probek

Zmieli¢ prébke tak, aby przesiewala si¢ przez oczka sita o $rednicy 0,5 mm. Prébki o duzej zawartosci wilgoci
przed zmieleniem wysuszy¢ albo na powietrzu w temperaturze nieprzekraczajacej 50 °C, albo przez liofilizacje.
Prébki o wysokiej zawartosci thuszczu przed zmieleniem nalezy poddaé ekstrakeji eterem naftowym (pkt 3.9).

Oznaczanie wolnego tryptofanu (ekstrakt)

Odwazy¢, z dokladnoscia do 1 mg, odpowiednig ilo$¢ (1-5 g) probki przygotowanej w sposéb okreslony w 5.1
do kolby stozkowej. Doda¢ 100,0 ml kwasu chlorowodorowego (pkt 3.13) i 5,00 ml stezonego roztworu wzorca
wewnetrznego (pkt 3.16). Wstrzasa¢ lub mieszac przez 60 minut z uzyciem wytrzasarki mechanicznej lub mie-
szadla magnetycznego (pkt 4.7). Pozostawi¢ do oddzielenia si¢ osadu i przenies¢ pipeta 10,0 ml supernatantu do
zlewki. Doda¢ 5 ml kwasu ortofosforowego (pkt 3.14). Dostosowaé pH do 3 z uzyciem wodorotlenku sodu (pkt
3.10). Doda¢ odpowiednia ilo§¢ metanolu (pkt 3.8), aby uzyska¢ stezenie od 10 do 30 % metanolu w koficowej
objetosci. Przenies¢ do kolby miarowej o odpowiedniej pojemnosci i rozcieficzy¢ woda do objetosci wiasciwej
dla chromatografii (objeto$¢ zblizona do objetosci kalibracyjnego roztworu wzorcowego (pkt 3.17)).

Przefiltrowa¢ kilka ml roztworu przez filtr membranowy 0,45 pm (pkt 4.5) przed dozowaniem na kolumne
HPLC. Przeprowadzi¢ chromatografie w sposéb okreslony w pkt 5.4.

Roztwér wzorcowy i ekstrakty chroni¢ przed bezposrednim dzialaniem $wiatla stonecznego. Jezeli jest niemoz-
liwe dokonanie analizy ekstraktéw tego samego dnia, ekstrakty mozna przechowywaé w temperaturze 5 °C nie
dtuzej niz przez 3 dni.

Oznaczanie catkowitego tryptofanu (hydrolizat)

Odwazy¢, z doktadnoscia do 0,2 mg, od 0,1 do 1 g probki przygotowanej w sposéb okreslony w pkt 5.1 do kolby
z polipropylenu (pkt 4.4). Odwazona czgs$¢ probki musi zawiera¢ okolo 10 mg azotu. Doda¢ 8,4 g oktahydratu
wodorotlenku baru (pkt 3.4) i 10 ml wody. Wymiesza¢ przy uzyciu wstrzasarki (pkt 4.8) lub mieszadla magne-
tycznego (pkt 4.7). Pozostawi¢ ostoniety teflonem magnes w mieszaninie. Sptukaé Sciany naczynia z uzyciem
4 ml wody. Nalozy¢ nakretke i zamkna¢ luzno kolbe. Przenies¢ kolbe do autoklawu (pkt 4.6) z wrzaca woda
i parowa¢ przez 30 do 60 minut. Zamkna¢ autoklaw i autoklawowaé w temperaturze 110 (¢ 2) °C przez
20 godzin.

Przed otwarciem autoklawu obnizy¢ temperature nieco ponizej 100 °C. W celu uniknigcia krystalizacji Ba(OH),.8
H,0 doda¢ do cieplej mieszaniny 30 ml wody o temperaturze pokojowej. Lagodnie wstrzgsac lub mieszaé. Dodaé
2,00 ml stezonego roztworu wzorca wewnetrznego (a-metylo-tryptofanu) (pkt 3.16). Studzi¢ naczynia w tazni
wodnej lub lodowej przez 15 minut.

Nastepnie doda¢ 5 ml kwasu ortofosforowego (pkt 3.14). Utrzymujac naczynie w zimnej tazni, zobojetni¢ z uzy-
ciem HCI (pkt 3.11), mieszajac, i dostosowaé pH do 3,0 z HCI (pkt 3.12). Doda¢ ilo§¢ metanolu konieczng do
uzyskania stezenia od 10 do 30 % metanolu w koricowej objetosci. Przenie$¢ do kolby miarowej o odpowiedniej
pojemnosci i rozcienczy¢ woda do objetosci koniecznej dla chromatografii (np. 100 ml). Dodanie metanolu nie
moze powodowaé wytracania.

Przefiltrowa¢ kilka ml roztworu przez filtr membranowy 0,45 pm (pkt 4.5) przed dozowaniem na kolumne
HPLC. Przeprowadzi¢ chromatografie w sposéb okreslony w pkt 5.4.

Roztwér wzorcowy i hydrolizaty chroni¢ przed bezposrednim dzialaniem $wiatla stonecznego. Jezeli jest niemoz-
liwe dokonanie analizy hydrolizatéw tego samego dnia, mozna je przechowywa¢ w temperaturze 5 °C nie dtuzej
niz przez 3 dni.

Oznaczanie HPLC

Ponizsze parametry elucji izokratycznej podano jako przykladowe; inne parametry mogg by¢ stosowane, pod
warunkiem ze ich zastosowanie doprowadzi do otrzymania réwnowaznych wynikow (zob. réwniez objasnienia
pkt 9.1 9.2):
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Kolumna do chromatografii 125 mm x 4 mm, C,5, wypelnienie 3 pm lub réwnowazna kolumna
cieczowej (pkt 4.2):

Temperatura kolumny: temperatura pokojowa

Faza ruchoma (pkt 3.22): 3,00 g kwasu octowego (pkt 3.18) + 900 ml wody (pkt 3.1) +50,0 ml

roztworu (pkt 3.21) 1,1,1-trichloro-2-metylo-2-propanolu (pkt 3.19)
w metanolu (pkt 3.8) (1 g/100 ml). Dostosowaé pH do 5,00 z uzyciem
etanoloaminy (pkt 3.20). Uzupelni¢ do objgtosci 1 000 ml woda (pkt 3.1)

Predkos¢ przeplywu: 1 ml/min
Calkowity czas analizy: okolo 34 min
Dlugos¢ fali przy detekji: wzbudzenie: 280 nm, emisja: 356 nm
Dozowana objetosé: 20 pl
6. Obliczanie wynikéw

Oblicza si¢ zawarto$¢ tryptofanu (X) w g na 100 g prébki.

_A XB><V1><C><V2><M

X = D=V 7100007 m

A= powierzchnia piku wzorca wewnetrznego, kalibracyjny roztwor wzorcowy (pkt 3.17)

B= powierzchnia piku tryptofanu, ekstraktu (pkt 5.2) lub hydrolizatu (pkt 5.3)

v, = objeto$¢ w ml (2 ml) stezonego roztworu tryptofanu (pkt 3.15) dodanego do roztworu kalibracyjnego
(pkt 3.17)

c= stezenie w pmol/ml (= 2,50) stezonego roztworu tryptofanu (pkt 3.15) dodanego do roztworu kalibra-
cyjnego (pkt 3.17)

V,= objeto$¢ w ml stezonego roztworu wzorca wewnetrznego (pkt 3.16) dodanego przy ekstrakeji (pkt 5.2)
(= 5,00 ml) lub do hydrolizatu (pkt 5.3) (= 2,00 ml)

C= powierzchnia piku wzorca wewnetrznego, ekstrakt (pkt 5.2) lub hydrolizat (pkt 5.3)

D= powierzchnia piku tryptofanu, kalibracyjny roztwér wzorcowy (pkt 3.17)

Vs = objetos¢ w ml (= 2,00 ml) stezonego roztworu wzorca wewnetrznego (pkt 3.16) dodanego do kalibra-
cyjnego roztworu wzorcowego (pkt 3.17)

m = masa probki w g (skorygowana wzgledem masy wyjiciowej, jezeli byta suszona lub odtluszczana)

M= masa molowa tryptofanu (= 204,23 g/mol)

7. Powtarzalnos¢

Réznica pomigdzy wynikami dwdch réwnoleglych oznaczen wykonanych dla tej samej probki nie moze przekra-
czaé 10 % wzgledem najwyzszego wyniku.

8. Wyniki por6wnania miedzylaboratoryjnego

W UE przeprowadzono poréwnanie miedzylaboratoryjne (czwarte badanie poréwnawcze), w ktorym trzy probki
byly analizowane przez maksymalnie 12 laboratoriéw w celu sprawdzenia metody hydrolizy. W odniesieniu do
kazdej probki przeprowadzono powtdrne analizy (pigciokrotnie). W ponizszej tabeli podano wyniki przeprowa-
dzonych badan.
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Prébka 1 Probka 2 Prébka 3
Pasza dla $win Pasza (iliré}/v;itllfglz]légf}niona Koncentrat paszowy dla $wif
L 12 12 12
n 50 55 50
Srednia [g/kg] 2,42 3,40 4,22
s [g/kg] 0,05 0,05 0,08
r [g/kg] 0,14 0,14 0,22
v, [%] 1,9 1,6 1,9
Sk lg/ke] 0,15 0,20 0,09
R [gfke] 0,42 0,56 0,25
CVi [%] 6,3 6,0 2,2
L= liczba laboratoriéw, ktére przedlozyly wyniki
n= liczba pojedynczych wynikéw zachowanych po eliminacji wartosci odstajacych (wedlug Cochrana, test
na warto$¢ odstajaca Dixona)
S = odchylenie standardowe powtarzalnosci
Sk = odchylenie standardowe odtwarzalnosci
r= powtarzalnos¢
= odtwarzalno$¢
CV, = wspblczynnik zmiennosci powtarzalnosci w %
CVg = wsp6lczynnik zmiennosci odtwarzalnodci w %

W innym poréwnaniu miedzylaboratoryjnym przeprowadzonym w UE (trzecie badanie poréwnawcze) dwie
probki byly analizowane przez maksymalnie 13 laboratoriéw w celu sprawdzenia metody ekstrakcji wolnego
tryptofanu. W odniesieniu do kazdej prébki przeprowadzono powtérne analizy (pigciokrotnie). W ponizszej
tabeli podano wyniki przeprowadzonych badan.

Prébka

Mieszanka pszenicy i soi

4

Prébka 5

Mieszanka pszenicy i soi (= probka 4)
z dodatkiem tryptofanu (0,457 g/kg)

L

n
Srednia [g/kg]

s: [g/kg]

12

55
0,391
0,005
0,014
1,34
0,018
0,050

4,71

12

60
0,931
0,012
0,034

1,34
0,048
0,134

511
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L= liczba laboratoriéw, ktére przedlozyly wyniki

n= liczba pojedynczych wynikéw zachowanych po eliminacji wartosci odstajacych (wedtug Cochrana, test
na warto$¢ odstajaca Dixona)

S, = odchylenie standardowe powtarzalnosci
Sk = odchylenie standardowe odtwarzalnosci
r= powtarzalno$¢
= odtwarzalno$¢
Cv, = wspblczynnik zmiennosci powtarzalnosci w %
CVg = wspotczynnik zmiennosci odtwarzalnosci w %

W kolejnym badaniu poréwnawczym przeprowadzonym w UE cztery prébki byly analizowane przez maksymal-
nie 7 laboratoriéw w celu sprawdzenia metody hydrolizy tryptofanu. Wyniki sa podane ponizej. W odniesieniu do
kazdej prébki przeprowadzono powtérne analizy (pigciokrotnie).

Prébka 1 Prébka 2 Prébka 3 Prébka 4
dla Swif (CRVE117) (CRM 118) (CRM 119) (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/ke] 0,021 0,101 0,089 0,040
r [g/kg] 0,059 0,283 0,249 0,112
CV, [%] 1,04 1,15 1,30 0,76
Sk [g/kg] 0,031 0,413 0,283 0,221
R [g/kg] 0,087 1,156 0,792 0,619
CVx [%] 1,48 4,69 4,11 4,22
L= liczba laboratoriéw, ktére przedlozyly wyniki
n= liczba pojedynczych wynikéw zachowanych po eliminacji wartosci odstajacych (wedlug Cochrana, test
na warto$¢ odstajgcg Dixona)
8 = odchylenie standardowe powtarzalnosci
Sk = odchylenie standardowe odtwarzalnosci
r= powtarzalnos¢
= odtwarzalno$¢
CVv, = wsp6lczynnik zmiennosci powtarzalnosci w %
CVx = wsp6lczynnik zmiennosci odtwarzalnosci w %
9. Objasnienia
9.1. Lepszy rozdzial tryptofanu i a-metylo-tryptofanu moze nastapi¢ przy uwzglednieniu szczegdlnych warunkéw
chromatograficznych.
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9.2.

9.3.

1.1.

Elucja izokratyczna po gradientowym czyszczeniu kolumny:

Kolumna do chromatografii cieczowej: 125 mm x 4 mm, C,4, wypehienie 5 pm lub réwnowazna
Temperatura kolumny: 32°C
Faza ruchoma: A: 0,01 mol/l KH,PO,/metanol, 95 + 5 (V+V)
B: metanol
Program czyszczenia gradientowego: 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
Catkowity czas analizy: okolo 33 min

Analiza chromatograficzna bedzie si¢ zmieniaé w zaleznosci od typu HPLC i materialu uzytego do wypelnienia
kolumny. Wybrany system musi umozliwi¢ uzyskanie oddzielajacej linii bazowej pomiedzy tryptofanem i wzor-
cem wewngetrznym. Ponadto wazne jest, aby produkty degradacji zostaly dobrze oddzielone od tryptofanu
i wzorca wewnetrznego. Hydrolizaty bez wzorca wewnetrznego nalezy poddaé analizie w celu sprawdzenia linii
bazowej stosownie do wzorca wewnetrznego wzgledem zanieczyszczen. Wazne jest, aby czas analizy byt wystar-
czajaco dlugi dla elucji wszystkich produktéw degradacji, w przeciwnym razie ostatnie eluujgce piki na chromato-
gramie moga zakl6cac kolejng analizg.

W zakresie badanych stezen uklad chromatograficzny musi zapewnia¢ liniowa odpowiedz. Liniowa odpowiedZ
nalezy mierzy¢ przy stalym (normalnym) stezeniu wzorca wewngtrznego i zmieniajacych si¢ steZeniach trypto-
fanu. Wazne jest, aby wielko$¢ pikow tryptofanu i wzorca wewnetrznego zawierala si¢ w liniowym zakresie
ukladu HPLC z detekcja fluorescencyjna. Jezeli piki tryptofanu lub wzorca wewnetrznego sa zbyt male lub zbyt
duze, analiz¢ nalezy powtdrzy¢ przy zmienionej wielko$ci prébki lub jej objetosci konicowe;.

Wodorotlenek baru

Fakt, ze wodorotlenek baru z czasem jest coraz trudniejszy do rozpuszczenia, wplywa na nieklarowno$¢ roztworu
do oznaczania HPLC, kt6ra moze by¢ przyczyna zanizania wynikow oznaczania tryptofanu.

G. OZNACZANIE SUROWEGO OLEJU I TLUSZCZU

Cel i zakres stosowania metody
Metoda stuzy do oznaczania zawartosci surowych olejow i thuszczéw w paszach.

Zastosowanie dwdch sposob6w postepowania opisanych ponizej zalezy od rodzaju i skladu paszy oraz celu pro-
wadzenia analizy.

W celu oznaczenia surowych olejow i ttuszczé6w w nasionach i owocach oleistych, a takze w paszy, w ktérej
zawarto$¢ olejow/tluszczéw surowych jest wyzsza niz 15 %, ekstrakcje nalezy przeprowadzi¢ metodg A,
a ponowna ekstrakcje — metoda B (pkt 5.3).

Postepowanie A — Bezposrednio ekstrahowane surowe oleje i ttuszcze

Postgpowanie ma zastosowanie do materialéw paszowych pochodzenia roslinnego, z wyjatkiem tych, ktére zos-
taly objete zakresem postgpowania B.
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1.2. Postepowanie B — Catkowite surowe oleje i thuszcze

Postgpowanie ma zastosowanie do materialéw paszowych pochodzenia zwierzecego i wszystkich mieszanek
paszowych. Jest stosowane do wszystkich materialow, z ktérych oleje i thuszcze nie mogg by¢ w calosci wyekstra-
howane bez uprzedniej hydrolizy (np. gluten, drozdze, biatka ziemniaczane i produkty przetworzone np. poprzez
ekstruzje, platkowanie i ogrzewanie).

1.3. Interpretacja wynikéw

We wszystkich przypadkach, w ktérych wynik otrzymany przy zastosowaniu postgpowania B jest wyzszy od
wyniku otrzymanego przy zastosowaniu postepowania A, wynik otrzymany przy zastosowaniu postepowania
B nalezy traktowa¢ jako warto$¢ prawdziwa.

2. Sposéb przeprowadzenia metody

2.1. Postgpowanie A

Préobka jest poddawana ekstrakcji eterem naftowym. Rozpuszczalnik jest oddestylowany, a pozostalo$é jest
suszona i wazona.

2.2, Postgpowanie B

Prébka jest ogrzewana kwasem chlorowodorowym. Mieszanina jest ozigbiana i filtrowana. Pozostalo$¢ jest prze-
mywana i suszona, a nastepnie poddawana oznaczaniu przy zastosowaniu postepowania A.

3. Odczynniki

3.1. Eter naftowy, zakres temperatur wrzenia od 40 do 60 °C. Warto$¢ bromowa musi by¢ nizsza niz 1, a pozostalo$é
po odparowaniu nizsza niz 2 mg/100 ml.

3.2. Siarczan sodu bezwodny

3.3. Kwas chlorowodorowy, ¢ = 3 mol/l

3.4, Pomocniczy material filtracyjny, np. Kieselgur, Hyflo-supercel

4. Aparatura i sprzet

4.1. Aparat ekstrakcyjny. Jezeli aparat jest wyposazony w syfon (aparat Soxhleta), predko$¢ skraplania musi wynosi¢
okoto 10 cykli na godzing. Jezeli aparat nie ma syfonu, wéwczas predkos¢ skraplania musi wynosi¢ okoto 10 ml
na minute.

4.2. Gilzy ekstrakcyjne, niezawierajace substancji rozpuszczalnych w eterze naftowym, o porowatosci odpowiadajacej

wymaganiom okre$lonym w pkt 4.1

4.3. Suszarka — suszarka prézniowa z mozliwoscig ustawienia temperatury suszenia na 75 + 3 °C lub suszarka
nawiewna z mozliwo$cia ustawienia temperatury na 100 = 3 °C

5. Sposéb postepowania

5.1. Postepowanie A (zob. pkt 8.1)

Odwazy¢, z dokladnoscig do 1 mg, 5 g probki, przenies¢ do gilzy ekstrakeyjnej (pkt 4.2) i przykry¢ beztluszczo-
wym zwitkiem waty bawelnianej.

Umiesci¢ gilze w aparacie ekstrakcyjnym (pkt 4.1) i ekstrahowal przez sze$¢ godzin eterem naftowym (pkt 3.1).
Zebra¢ ekstrakt eterowy do suchej, zwazonej kolby zawierajgcej kawalki kamienia pumeksowego (°).

Oddestylowa¢ rozpuszczalnik. Suszy¢ pozostatosé, umieszczajgc kolbe w suszarce (pkt 4.3) na péltorej godziny.
Schlodzi¢ w eksykatorze i zwazy¢. Suszy¢ ponownie przez 30 minut w celu zapewnienia stalej masy olejow
i thuszczéw (ubytek masy migedzy dwoma kolejnymi wazeniami nie moze przekraczaé 1 mg).

() Jesli olej lub tluszcz musi zostaé poddany pdzniejszym probom badania jakosci, kawatki kamienia pumeksowego nalezy zastapic kora-
likami szklanymi.
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5.2.

5.3.

8.1.

Postgpowanie B

Odwazy¢, z dokladnoscia do 1 mg, 2,5 g probki (zob. pkt 8.2), umiesci¢ w zlewce o pojemnosci 400 ml lub w kol-
bie stozkowej o pojemnosci 300 ml i doda¢ 100 ml kwasu chlorowodorowego (pkt 3.3) oraz kawalki kamienia
pumeksowego. Przykry¢ zlewke szklem zegarkowym lub dopasowal kolbe stozkows z chlodnicg zwrotng.
Doprowadzi¢ mieszaning do spokojnego wrzenia w malym ptomieniu palnika lub na plycie grzejnej i utrzymywaé
wrzenie przez godzing. Nie dopuszczaé do osadzania si¢ produktu na $cianach pojemnika.

Schlodzi¢ i doda¢ pomocniczy materiat filtracyjny (pkt 3.4) w ilosci zapobiegajacej jakimkolwiek stratom oleju
i thuszczu podczas filtracji. Przefiltrowaé przez zwilzong, bezttuszczowa podwdjng bibule filtracyjng. Przemywaé
pozostato§¢ zimna wodg do uzyskania obojetnego filtratu. Sprawdzié, czy filtrat nie zawiera $ladéw olejow lub
tluszczow. Ich obecno$¢ wskazuje na koniecznos$¢ przeprowadzenia przed hydrolizg ekstrakcji eterem naftowym,
przy zastosowaniu postegpowania A.

Umiesci¢ na szkle zegarkowym podwdjng bibule filtracyjng z pozostaloscia i suszy¢ przez 1,5 godziny w suszarce
nawiewnej (pkt 4.3) w temperaturze 100 * 3 °C.

Umiesci¢ podwodjng bibule filtracyjng zawierajacg suchg pozostalos¢ w gilzie ekstrakcyjnej (pkt 4.2) i przykryé
zwitkiem beztluszczowej waty bawelnianej. Umiesci¢ gilze w aparacie ekstrakcyjnym (pkt 4.1) i postgpowaé
w sposob okreslony w pkt 5.1 akapity drugi i trzeci.

Postgpowanie A i ponowna ekstrakcja metodg B

W celu oznaczenia surowych olejow i tluszczé6w w nasionach i owocach oleistych, a takze w paszy, w ktérej
zawarto$¢ surowych olejow/tluszczéw jest wyzsza niz 15 %, ekstrakcje nalezy przeprowadzi¢ metodg A,
a ponowng ekstrakcje — metodg B.

Oznacza to, ze po ekstrakcji eterem naftowym (postgpowanie A) pozostatosé lub czgsé pozostatosci ponownie

ekstrahuje si¢ kwasem chlorowodorowym (procedura B). Zawarto$¢ surowych olejow i tluszczéw jest suma
wyniku postegpowania A i B.

Wyrazanie wynikéw

Mase pozostatosci wyrazi¢ jako udzial procentowy w probce.

Powtarzalnoéé

Réznica pomigdzy wynikami dwoch réwnoleglych oznaczen wykonanych dla tej samej probki przez tego samego
analityka nie moze przekraczac:

— 0,2 % w wartosci bezwzglednej, dla zawartosci surowych olejow i tluszczéw nizszej niz 5 %,
— 4,0 % wzgledem najwyzszego wyniku dla zawartosci od 5 do 10 %,

— 0,4 % w wartosci bezwzglednej, dla zawartosci wyzszej niz 10 %.

Objasnienia

Dla produktéw o wysokiej zawartosci olejow i ttuszczow, ktére sg trudne do rozdrobnienia lub w przypadku kt6-
rych trudno jest uzyskaé jednorodna zredukowang prébke badana, postgpowaé w sposéb podany ponizej.

Odwazy¢, z dokladnoscig do 1 mg, 20 g probki i zmieszaé z co najmniej 10 g bezwodnego siarczanu sodu (pkt
3.2). Ekstrahowa¢ eterem naftowym (pkt 3.1) w spos6b okreslony w pkt 5.1. Otrzymany ekstrakt uzupetni¢ do
objetosci 500 ml eterem naftowym (pkt 3.1) i zmiesza¢. Pobra¢ 50 ml roztworu i przenie$¢ do malej, suchej i zwa-
zonej kolby zawierajgcej kawatki kamienia pumeksowego. Oddestylowaé rozpuszczalnik, suszy¢ i postgpowad,
jak wskazano w pkt 5.1 akapit ostatni.

Usuna¢ rozpuszczalnik z pozostalosci po ekstrakeji w gilzie, rozdrobni¢ pozostatosé na 1 mm czastki, ponownie
umiesci¢ w gilzie (nie dodawac siarczanu sodu) i postepowac, jak wskazano w pkt 5.1 akapity drugi i trzeci.
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Zawarto$¢ olejéw i tluszczéw obliczy¢ jako udzial procentowy w prébee, wedlug nastepujacego wzoru:

(10m, +m,) x 5

gdzie:
m; = masa w gramach pozostatosci po pierwszej ekstrakgji (podwielokrotnos¢ ekstraktu)
m, = masa w gramach pozostalosci po drugiej ekstrakgji
8.2. Dla niektorych produktéw (np. o niskiej zawartosci olejéw i thuszczéw) badang probke mozna zwigkszyc.
8.3. W przypadku karmy dla zwierzat domowych o wysokiej zawartosci wody moze wystapi¢ potrzeba zmieszania jej

przed hydrolizg i ekstrakcja z bezwodnym siarczanem sodu, z zastosowaniem postgpowania B.

8.4. W przypadku postgpowania okre§lonego w pkt 5.2 do przemywania pozostalosci po filtracji skuteczniejsze moze
by¢ uzycie wody goracej zamiast zimnej.

8.5. W przypadku niektérych pasz moze by¢ konieczne przedluzenie czasu suszenia wynoszacego 1,5 godziny.
Nalezy jednak unika¢ nadmiernego suszenia, gdyz moze to prowadzi¢ do zanizania wynikéw. Mozna réwniez sto-
sowac kuchenki mikrofalowe.

H. OZNACZANIE WELOKNA SUROWEGO

1. Cel i zakres stosowania metody

Metoda stuzy do oznaczania w paszach zawartosci niettuszczowych zwigzkéw organicznych, ktére nie rozpusz-
czaja si¢ ani w Srodowisku kwasnym, ani zasadowym i ktore zwyczajowo okresla si¢ mianem widkna surowego.

Metoda ta nie ma zastosowania w przypadku lignocelulozy i wegla roslinnego (czastki zbyt drobne).

2. Sposéb przeprowadzenia metody

Prébke, w razie koniecznosci odttuszczona, poddaje si¢ dziataniu wrzacych roztworéw kwasu siarkowego i wodo-
rotlenku potasu o odpowiednim stezeniu. Pozostalos¢ jest rozdzielana przez filtracje na filtrze ze szkla spieka-
nego, przemywana, suszona, wazona i spopielana w temperaturze od 475 do 500 °C. Ubytek masy po spopielaniu
odpowiada zawarto$ci wiékna surowego w badanej probce.

3. Odczynniki
3.1. Kwas siarkowy, ¢ = 0,13 mol/l
3.2 Substancja przeciwpienigca (np. n-oktanol)

3.3. Pomocniczy material filtracyjny (Celit 545 lub rownowazny), wyprazony w temperaturze 500 °C przez cztery
godziny (pkt 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 i sprzet
4.1. Urzadzenie grzewcze do mineralizacji kwasem siarkowym i roztworem wodorotlenku potasu, wyposazone w pod-

stawke mocujacg tygiel filtracyjny (pkt 4.2) i rurke odprowadzajaca z kranem stuzaca do odprowadzenia cieczy
i prézni, ewentualnie ze sprz¢zonym powietrzem. Codziennie przed uzyciem podgrzewa si¢ urzadzenie, przemy-
wajac je wrzacg woda przez pig¢ minut.

4.2. Tygiel filtracyjny z filtrem ze szkla spiekanego o porach od 40 do 90 pm. Przed pierwszym uzyciem ogrzewaé
przez kilka minut w temperaturze 500 °C i schtodzi¢ (pkt 8.6).
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4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

Cylinder o pojemnosci co najmniej 270 ml z chlodnica zwrotng, przystosowany do gotowania
Suszarka z termostatem
Piec muflowy z termostatem

Urzadzenie do ekstrakeji skladajace si¢ z podstawki mocujacej tygiel filtracyjny (pkt 4.2) i rurki odprowadzajacej
z kranem, stuzgcej do odprowadzenia cieczy i prézni

Pierscienie fczace, stuzace do polaczenia urzadzenia grzewczego (pkt 4.1) z tyglem filtracyjnym (pkt 4.2) i cylind-
rem (pkt 4.3) oraz do dolaczenia zestawu ekstrakcyjnego do ekstrakcji na zimno (pkt 4.6) i tygla

Sposéb postepowania

Odwazy¢, z doktadnoscig do 1 mg, 1 g przygotowanej probki do tygla (pkt 4.2) (zob. objasnienia 9.1, 9.2 9.3)
idoda¢ 1 g pomocniczego materiatu filtracyjnego (pkt 3.3).

Polgczy¢ urzadzenie grzewcze (pkt 4.1) z tyglem filtracyjnym (pkt 4.2), a nastepnie dofgczy¢ cylinder (pkt 4.3) do
tygla. Wla¢ 150 ml wrzacego kwasu siarkowego (pkt 3.1) do cylindra polaczonego z tyglem i, w razie potrzeby,
doda¢ kilka kropli substancji przeciwpieniacej (pkt 3.2).

Doprowadzic ciecz do wrzenia w czasie 5 + 2 minut i gotowac przez dokladnie 30 minut.

Otworzy¢ kran rurki odprowadzajacej (pkt 4.1) i w warunkach prézni filtrowac kwas siarkowy przez tygiel filtra-
cyjny i przemywac pozostalo¢ trzykrotnie 30 ml porcjami wrzacej wody, upewniajac sig, Ze pozostatos¢ przefil-
trowano do sucha po kazdym przemyciu.

ZamknaC ujscie kranu i wla¢ 150 ml wrzacego roztworu wodorotlenku potasu (pkt 3.7) do cylindra polaczonego
z tyglem i doda¢ kilka kropli substancji przeciwpienigcej (pkt 3.2). Doprowadzi¢ ciecz do punktu wrzenia w czasie
5 + 2 minut i gotowa¢ przez 30 minut. Przefiltrowad i powtorzy¢ procedure przemywania wykorzystang w odnie-
sieniu do kwasu siarkowego.

Po ostatnim przemyciu i wysuszeniu odlaczy¢ tygiel i jego zawarto$¢ i podlaczy¢ go do zestawu ekstrakcyjnego do
ekstrakeji na zimno (pkt 4.6). W warunkach prézni przemywaé pozostalo$¢ w tyglu trzema kolejnymi porcjami
25 ml acetonu (pkt 3.4), upewniajac si¢, ze pozostatos¢ przefiltrowano do sucha po kazdym przemyciu.

Wysuszyc¢ tygiel do stalej masy w suszarce o temperaturze 130 °C. Po kazdym suszeniu schlodzi¢ w eksykatorze
i niezwlocznie zwazy¢. Umiesci¢ tygiel w piecu muflowym i spopielaé do stalej masy (ubytek masy miedzy
dwoma kolejnymi wazeniami nie moze przekracza¢ 2 mg) 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 prébki. Ubytek masy po spopielaniu nie moze przekraczac 4 mg.

Obliczanie wynikow

Procentows zawarto$¢ widkna surowego w probee oblicza si¢ wedtug nastepujgcego wzoru:

Y = (mo—mr}l) x 100
gdzie:
m= masa probki w g
my = ubytek masy po spopieleniu w trakcie oznaczania, w g
m; = ubytek masy po spopieleniu w trakcie préby Slepej, w g
Powtarzalnos¢

Réznica pomigdzy wynikami dwdch réwnoleglych oznaczen wykonanych dla tej samej probki nie moze przekra-
czaé:

— 0,6 % w wartosci bezwzglednej, dla zawarto$ci widkna surowego nizszej niz 10 %,

— 6 % wzgledem wyzszego wyniku, dla zawarto$ci widkna surowego réwnej lub wyzszej niz 10 %.
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8. Odtwarzalno$é

Roéznica pomiedzy wynikami dwoch oznaczenn wykonanych dla tej samej prébki w réznych laboratoriach nie
moze przekraczaé:

— 1,0 % w wartosci bezwzglednej, dla zawarto$ci widkna surowego nizszej niz 10 %,

— 10 % wzgledem wyzszego wyniku, dla zawartosci wiokna surowego réwnej lub wyzszej niz 10 %.
9. Objasnienia

9.1. Pasze zawierajace wiecej niz 10 % tluszczu surowego przed analizg nalezy odtluscic eterem naftowym (pkt 3.5).
Podlgczy¢ tygiel filtracyjny (pkt 4.2) wraz z jego zawartoscig do zestawu ekstrakcyjnego do ekstrakeji na zimno
(pkt 4.6), zastosowal proznie i przemy¢ pozostalo$¢ trzykrotnie 30 ml porcjami eteru naftowego, upewniajac
sig, ze pozostalos¢ jest sucha. Podlaczy¢ tygiel wraz z jego zawarto$cia do urzadzenia grzewczego (pkt 4.1) i poste-
powal w sposéb okreslony w pkt 5.

9.2. Pasze zawierajace tluszcze, ktdre nie mogg by¢ bezposrednio ekstrahowane eterem naftowym (pkt 3.5), odttusci¢
w sposéb okreslony w pkt 8.1 i ponownie odttusci¢ po gotowaniu z kwasem. Po gotowaniu z kwasem, a nastgpnie
przemyciu podlaczy¢ tygiel wraz z jego zawarto$cig do zestawu ekstrakcyjnego do ekstrakgji na zimno (pkt 4.6)
i przemy¢ trzykrotnie 30 ml porcjami acetonu, a nastepnie trzykrotnie 30 ml porcjami eteru naftowego. Przefil-
trowac do sucha w warunkach prézni i postgpowac w sposéb okreslony w pkt 5, rozpoczynajac od postepowania
z wodorotlenkiem potasu.

9.3. Jezeli pasza zawiera wigcej niz 5 % weglandw, wyrazonych jako weglan wapnia, podlaczy¢ tygiel (pkt 4.2) z odwa-
zong probka do urzadzenia grzewczego (pkt 4.1). Przemy¢ probke trzykrotnie 30 ml porcjami kwasu chlorowo-
dorowego (pkt 3.6). Po dodaniu kazdej porcji kwasu pozostawi¢ probke na okoto minute przed filtrowaniem.
Przemy¢ 30 ml wody i postepowac w sposéb okreslony w pkt 5.

9.4. Jezeli uzywana jest aparatura stojaca (kilka tygli podlaczonych do jednego urzadzenia grzewczego), nie nalezy
wykonywa¢ dwoch pojedynczych oznaczen tej samej probki w tej samej serii.

9.5. Jezeli po gotowaniu filtrowanie roztworu kwasowego i zasadowego jest trudne, przepusci¢ sprezone powietrze
przez rurke podlaczang do urzadzenia grzewczego i nastepnie kontynuowa filtrowanie.

9.6. Temperatura spopielania nie moze by¢ wyzsza niz 500 °C ze wzgledu na wytrzymalo§¢ szklanego tygla filtracyj-
nego. Postepowac w taki sposdb, aby unikng¢ szoku termicznego podczas ogrzewania i schladzania.

I. OZNACZANIE CUKROW

1. Cel i zakres stosowania metody
Metoda stuzy do oznaczania zawartosci cukréw redukujacych i calkowitej zawartosci cukréw po inwersji, wyra-
zonych jako glukoza lub w razie potrzeby jako sacharoza, z zastosowaniem wspélczynnika 0,95. Metode stosuje

si¢ do mieszanek paszowych. Dla innych pasz stosuje si¢ specjalne metody. W razie potrzeby laktoze¢ nalezy mie-
rzy¢ oddzielnie, uwzgledniajac ja w obliczeniach.

Metoda ta ma by¢ stosowana do oznaczania zawarto$ci cukréw w celu obliczania wartosci energetycznej paszy.
W przypadku gdy zawarto$¢ cukréw ma by¢ oznaczona do innych celéw, mozna zastosowaé inne metody ana-
lizy.

2. Sposéb przeprowadzenia metody

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

3. Odczynniki

3.1. Etanol, roztwér 40 % (v[v), gesto$é: 0,948 g/ml przy temperaturze 20 °C, obojetny wobec fenoloftaleiny
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3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.8.1.

3.8.2.

3.8.3.

3.9.

5.1.

5.2.

Roztwor Carreza I: rozpusci¢ w wodzie 21,9 g octanu cynku, Zn (CH;COO), 2H,0 i 3 g kwasu octowego lodowa-
tego. Uzupelni¢ do objetosci 100 ml woda.

Roztwor Carreza II: rozpusci¢ w wodzie 10,6 g zelazocyjanku potasu K, Fe (CN)s 3H,O. Uzupelni¢ do objetosci
100 ml woda.

Roztwor 0,1 % (w/v) oranzu metylowego
Kwas chlorowodorowy, 4 mol/l

Kwas chlorowodorowy, 0,1 mol/l
Roztwér wodorotlenku sodu, 0,1 mol/l

Odczynnik Luff-Schoorla:

Ostroznie mieszajac, dodaé roztwér kwasu cytrynowego (pkt 3.8.2) do roztworu weglanu sodu (pkt 3.8.3).
Nastepnie doda¢ roztwor siarczanu miedzi (pkt 3.8.1) i uzupetni¢ do objetosci 1 1 woda. Zostawi¢ na noc do osa-
dzenia i przefiltrowac.

Sprawdzi¢ stezenie otrzymanego odczynnika (Cu 0,05 mol/l; Na, CO; 1 mol/l), zob. pkt 5.4 akapit ostatni. War-
to$¢ pH roztworu musi wynosi¢ okolo 9,4.

Roztwor siarczanu miedzi: rozpusci¢ 25 g siarczanu miedzi Cu SO, 5H,0, wolnego od zelaza, w 100 ml wody.
Roztwor kwasu cytrynowego: rozpusci¢ 50 g kwasu cytrynowego, C¢HgO;*H,0 w 50 ml wody.

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

Roztwor tiosiarczanu sodu, 0,1 mol/l

Roztwor skrobi: do 1 litra wrzacej wody dodaé 5 g skrobi rozpuszczonej w 30 ml wody. Gotowac trzy minuty,
pozostawi¢ do schlodzenia, a jezeli to konieczne, doda¢ 10 mg jodku rteci jako $rodka konserwujacego.

Kwas siarkowy, 3 mol/l

30 % roztwor jodku potasu (w/v)

Granulki kamienia pumeksowego gotowane w kwasie chlorowodorowym, przemyte wodg i wysuszone
3-metylobutan-1-ol

Aparatura i sprzet

Mikser (tumbler): ok. 35-40 obr./min
Sposéb postepowania

Ekstrakcja probki

Odwazy¢, z dokladnoscia do 1 mg, 2,5 g probki i umiesci¢ w kolbie miarowej o pojemnosci 250 ml. Dodaé
200 ml etanolu (pkt 3.1) i mieszaé w tumblerze przez godzing. Doda¢ 5 ml roztworu Carreza I (pkt 3.2) i mieszaé
przez ok. 30 sekund. Doda¢ 5 ml roztworu Carreza II (pkt 3.3) i ponownie mieszaé przez minute. Uzupetni¢ do
pelnej objetosci kolby etanolem (pkt 3.1), zhomogenizowac i przefiltrowaé. Pobra¢ 200 ml filtratu i odparowaé
do okoto polowy objetosci w celu usuniecia wigkszosci etanolu. Przenie$¢ ilosciowo pozostalos¢ po odparowaniu
do kolby miarowej o pojemnosci 200 ml z uzyciem cieplej wody, schlodzi¢, uzupelni¢ do pelnej objetosci kolby
wodg, zhomogenizowac i, jezeli to konieczne, przefiltrowaé. Roztwor ten bedzie uzyty do oznaczenia zawartosci
cukréw redukujacych i, po inwersji, catkowitej zawarto$ci cukrow.

Oznaczanie cukréw redukujgcych

Uzywajac pipety, pobraé nie wigcej niz 25 ml roztworu zawierajagcego mniej niz 60 mg cukréw redukujacych
wyrazonych jako glukoza. Jezeli to konieczne, uzupelni¢ do objetosci 25 ml woda destylowang i oznaczy¢ zawar-
to$¢ cukroéw redukujacych metoda Luff-Schoorla. Wynik wyrazi¢ jako procentows zawarto$¢ glukozy w prébee.
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5.3. Oznaczanie catkowitej zawartosci cukru po inwersji

Uzywajac pipety, pobra¢ 50 ml roztworu i przenies¢ go do kolby miarowej o pojemnosci 100 ml. Dodac kilka
kropli roztworu oranzu metylowego (pkt 3.4) i nastepnie, ciagle mieszajac, dodawac ostroznie kwas chlorowodo-
rowy (pkt 3.5) az do zmiany barwy cieczy na mocno czerwong. Doda¢ 15 ml kwasu chlorowodorowego (pkt 3.6)
i zanurzy¢ kolbe we wrzgcej tazni wodnej na 30 minut. Szybko schlodzi¢ do temperatury okoto 20 °C i dodaé
15 ml roztworu wodorotlenku sodu (pkt 3.7). Uzupehi¢ kolbe do objetosci 100 ml wodg i zhomogenizowac.
Pobra¢ nie wigcej niz 25 ml roztworu zawierajacego mniej niz 60 mg cukréw redukujacych wyrazonych jako glu-
koza. Jezeli to konieczne, uzupelnic do objetosci 25 ml wodg destylowang i oznaczy¢ zawarto$¢ cukréw redukuja-
cych metodg Luff-Schoorla. Wynik wyrazi¢ jako procentows zawartos¢ glukozy lub, w stosownych przypadkach,
sacharozy, mnozac przez wspélczynnik 0,95.

5.4. Miareczkowanie metodg Luff-Schoorla

Odmierzy¢ pipeta 25 ml odczynnika Luff-Schoorla (pkt 3.8) i przenie$¢ do kolby Erlenmeyera o pojemnosci
300 ml; doda¢ doktadnie 25 ml klarownego roztworu cukru. Doda¢ dwie granulki kamienia pumeksowego (pkt
3.13), ogrzewa¢ nad $rednim plomieniem, recznie mieszajac, i doprowadzi¢ ciecz do wrzenia w czasie okoto
dwoch minut. Natychmiast postawi¢ kolbe Erlenmeyera na siatce azbestowej z otworem o $rednicy okoto 6 cm,
pod ktérym pali si¢ ptomien. Plomief nalezy ustawi¢ tak, aby ogrzewane bylo tylko dno kolby Erlenmeyera.
Dopasowaé chlodnice zwrotna do kolby Erlenmeyera. Gotowaé dokladnie 10 minut. Schlodzi¢ natychmiast
zimng woda i po okoto pigciu minutach miareczkowad w nastepujacy sposéb:

Doda¢ 10 ml roztworu jodku potasu (pkt 3.12) i od razu po tej czynnosci (zachowujac ostroznos¢ ze wzgledu na
ryzyko powstania piany) doda¢ 25 ml kwasu siarkowego (pkt 3.11). Miareczkowaé roztworem tiosiarczanu sodu
(pkt 3.9) do pojawienia si¢ metnej z6ltej barwy, doda¢ wskaznik skrobiowy (pkt 3.10) i dokoficzy¢ miareczkowa-
nie.

Przeprowadzi¢ takie samo miareczkowanie na mieszaninie 25 ml odczynnika Luff-Schoorla (pkt 3.8) i 25 ml
wody, po dodaniu 10 ml roztworu jodku potasu (pkt 3.12) i 25 ml kwasu siarkowego (pkt 3.11), bez gotowania.

6. Obliczanie wynikéw

Wykorzystujgc tabele, okresli¢ ilo$¢ glukozy w mg, ktéra odpowiada réznicy miedzy wynikami dwéch miareczko-
wan, wyrazonych w ml tiosiarczanu sodu 0,1 mol/l. Wynik wyrazi¢ jako udziat procentowy w prébce.

7. Postepowanie specjalne

7.1. W przypadku pasz bogatych w melase i innych pasz, ktore nie s3 szczegdlnie jednorodne, odwazy¢ 20 g probki
i umiesci¢ z 500 ml wody w kolbie miarowej o pojemnosci 1 1. Mieszaé przez godzing w tumblerze. Sklarowaé
roztworami Carreza I (pkt 3.2) i Il (pkt 3.3) w sposdb okre§lony w pkt 5.1, z uzyciem czterokrotnie wigkszych
iloSci kazdego odczynnika. Uzupelni¢ kolbe do objetosci 80 % etanolem (v/v).

Zhomogenizowac i przefiltrowaé. Usungé etanol w sposéb okreslony w pkt 5.1. Jezeli nie ma dekstrynizowanej
skrobi, uzupelni¢ do pelnej objetosci kolby woda destylowana.

7.2. W przypadku melasy i materialéw paszowych bogatych w cukier i prawie wolnych od skrobi (np. chleb §wietojan-
ski, suszone krajane buraki ¢wiklowe itp.), odwazy¢ 5 g prébki, umiesci¢ w kolbie miarowej o pojemnosci 250 ml,
doda¢ 200 ml wody destylowanej, mieszaé w tumblerze przez godzing lub, jesli to konieczne, dluzej. Roztwor kla-
rowa¢ roztworami Carreza I (3.2) 1 II (pkt 3.3) w sposéb okreslony w pkt 5.1. Uzupehi¢ do pelnej objetosci kolby
zimng woda, zhomogenizowa¢ i przefiltrowaé. Nastepnie postgpowal w sposob okreSlony w pkt 5.3 w celu
okreslenia catkowitej zawartosci cukréw.

8. Objasnienia

8.1. Aby zapobiec powstawaniu piany, wskazane jest dodanie (niezaleznie od objetosci) okoto 1 ml 3-metylobutan-
1-olu (pkt 3.14) przed gotowaniem z odczynnikiem Luff-Schoorla.

8.2. Roéznica pomiedzy zawartoscig catkowita cukréw po inwersji, wyrazonych jako glukoza, a zawartoscig cukrow
redukujacych, wyrazonych jako glukoza, pomnozona przez 0,95 daje procentows zawarto$¢ sacharozy.

8.3. Aby oznaczy¢ zawarto$¢ cukréw redukujacych, z wylaczeniem laktozy, mozna zastosowal dwie nastgpujace
metody:
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8.3.1.  Dla szacunkowych obliczent pomnozy¢ zawarto¢ laktozy oznaczong inng metoda przez 0,675 i uzyskany wynik
odja¢ od zawartoéci cukréw redukujacych.

8.3.2.  Aby dokladnie obliczy¢ zawarto$¢ cukréw redukujacych, z wylgczeniem laktozy, ta sama prébka musi by¢ uzyta
do dwéch koncowych oznaczeri. Jedng analize¢ przeprowadza si¢ na czgsci roztworu otrzymanego w sposéb
okreslony w pkt 5.1, druga na czgsci roztworu otrzymanego podczas oznaczania laktozy metodg stuzaca do jej
oznaczania (po fermentacji innych rodzajéw cukréw i sklarowaniuy).

W obu przypadkach ilo$¢ cukru jest oznaczana metodg Luff-Schoorla i przeliczana na mg glukozy. Jedna warto$¢
jest odejmowana od drugiej, a roznica jest wyrazana jako udzial procentowy w prébee.

Przyktad
Dwie pobrane objetosci odpowiadaja probee o masie 250 mg dla kazdego oznaczenia.

W pierwszym przypadku zuzyte zostato 17 ml roztworu tiosiarczanu sodu o stezeniu 0,1 mol/l, co odpowiada
44,2 mg glukozy, w drugim przypadku 11 ml odpowiada 27,6 mg glukozy.

Réznica wynosi 16,6 mg glukozy.

Zawarto$¢ cukréw redukujacych (z wylaczeniem laktozy), w przeliczeniu na glukoze, wynosi zatem:

4x166 _
- = 6,64 %

Tabela wartosci dla 25 ml odczynnika Luff-Schoorla

ml Na, S, O; 0,1 mol/l, podgrzewanie przez dwie minuty, gotowanie przez 10 minut

Na, S, O, Gluko.za, fruktoza, cukry Laktoza Na, S, O,
inwertowane
0,1 mol/l C, H,, O, Cy2 Hyy O 0,1 mol/l
ml mg réznica mg réznica ml
1 2,4 2,4 3,6 3,7 1
2 4,8 2,4 7,3 3,7 2
3 7,2 2,5 11,0 3,7 3
4 9,7 2,5 14,7 3,7 4
5 12,2 2,5 18,4 3,7 5
6 14,7 2,5 22,1 3,7 6
7 17,2 2,6 25,8 3,7 7
8 19,8 2,6 29,5 3,7 8
9 22,4 2,6 33,2 3,8 9
10 25,0 2,6 37,0 3,8 10
11 27,6 2,7 40,8 3,8 11
12 30,3 2,7 44,6 3,8 12
13 33,0 2,7 48,4 3,8 13
14 35,7 2,8 52,2 3,8 14
15 38,5 2,8 56,0 3,9 15
16 41,3 2,9 59,9 3,9 16
17 44,2 2,9 63,8 3,9 17
18 47,1 2,9 67,7 4,0 18
19 50,0 3,0 71,7 4,0 19
20 53,0 3,0 75,7 4,1 20
21 56,0 3,1 79,8 4,1 21
22 59,1 3,1 83,9 4,1 22
23 62,2 88,0 23

J. OZNACZANIE LAKTOZY

1. Cel i zakres stosowania metody

Metoda stuzy do oznaczania zawartosci laktozy w paszach zawierajacych ponad 0,5 % laktozy.
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2. Sposéb przeprowadzenia metody

Cukry s3 rozpuszczane w wodzie. Roztwor jest poddawany fermentacji w obecnosci drozdzy Saccharomyces cerevi-
siae, ktore nie rozkladaja laktozy. Po sklarowaniu i przefiltrowaniu zawarto$¢ laktozy w filtracie jest oznaczana

metodg Luff-Schoorla.
3. Odczynniki
3.1. Zawiesina Saccharomyces cerevisiae: 25 g $wiezych drozdzy umiesci¢ w 100 ml wody. Zawiesing przechowywad

w lodéwece nie dluzej niz przez tydzief od jej sporzadzenia.

3.2. Roztwor Carreza I: rozpusci¢ w wodzie 21,9 g octanu cynku, Zn (CH; COO), 2H,0 i 3 g kwasu octowego lodo-
watego. Uzupelni¢ do objetosci 100 ml woda.

3.3. Roztwor Carreza II: rozpusci¢ w wodzie 10,6 g Zelazocyjanku potasu K, Fe (CN), 3H,0. Uzupelni¢ do objetosci
100 ml woda.
3.4, Odczynnik Luff-Schoorla:

Ostroznie mieszajgc, dodal roztwér kwasu cytrynowego (pkt 3.4.2) do roztworu weglanu sodu (pkt 3.4.3).
Nastepnie dodaé roztwor siarczanu miedzi (pkt 3.4.1) 1 uzupelni¢ do objetosci 1 1 woda. Zostawi¢ na noc do osa-
dzenia i przefiltrowal. Sprawdzi¢ stgzenie otrzymanego odczynnika (Cu 0,05 mol/l; Na, CO; 1 mol/l). Wartos¢
pH roztworu musi wynosi¢ okoto 9,4.

3.4.1. Roztwor siarczanu miedzi: rozpusci¢ 25 g siarczanu miedzi Cu SO, 5H,0 wolnego od zelaza w 100 ml wody.
3.4.2.  Roztwér kwasu cytrynowego: rozpusci¢ 50 g kwasu cytrynowego C4HgO; ¢ H,O w 50 ml wody.

3.4.3.  Roztwér weglanu sodu: rozpusci¢ 143,8 g bezwodnego weglanu sodu w okoto 300 ml cieptej wody. Pozostawié
do schlodzenia.

3.5. Granulki kamienia pumeksowego gotowane w kwasie chlorowodorowym, przemyte wodg i wysuszone
3.6. 30 % roztwér jodku potasu (w/v)

3.7. Kwas siarkowy, 3 mol/l

3.8. Roztwor tiosiarczanu sodu, 0,1 mol/l

3.9. Roztwor skrobi: do 1 litra wrzacej wody dodaé 5 g skrobi rozpuszczonej w 30 ml wody. Gotowac trzy minuty,
pozostawi¢ do schlodzenia, a jezeli to konieczne, doda¢ 10 mg jodku rteci jako $rodka konserwujacego.

4. Aparatura i sprzet

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

5. Sposéb postepowania

Odwazy¢, z doktadnoscia do 1 mg, 1 g prébki i umiesci¢ w kolbie miarowej o pojemnosci 100 ml. Dodaé od 25
do 30 ml wody. Wstawic¢ kolb¢ do wrzacej tazni wodnej na 30 minut, a nastgpnie ostudzi¢ do temperatury okoto
35 °C. Doda¢ 5 ml zawiesiny drozdzy (pkt 3.1) i zhomogenizowal. Pozostawi¢ kolbe na dwie godziny w tazni
wodnej o temperaturze od 38 do 40 °C. Schlodzi¢ do temperatury okoto 20 °C.

Doda¢ 2,5 ml roztworu Carreza I (pkt 3.2) i mieszaé przez 30 sekund, nastepnie dodaé 2,5 ml roztworu Carreza II
(pkt 3.3) i ponownie mieszaé przez 30 sekund. Uzupelni¢ kolbe do objetosci 100 ml woda, zmieszaé i przefiltro-
waé. Uzywajac pipety, pobraé nie wiecej niz 25 ml filtratu, ktéry powinien zawiera¢ od 40 do 80 mg laktozy,
i umiesci¢ go w kolbie Erlenmeyera o pojemnosci 300 ml. W miarg potrzeby uzupehi¢ do objetosci 25 ml wodg.

W ten sam sposob przeprowadzi¢ probe Slepa z 5 ml zawiesiny drozdzy (pkt 3.1). Oznaczy¢ zawarto$¢ laktozy
wedlug Luff-Schoorla, w nastgpujacy sposob: doda¢ 25 ml odczynnika Luff-Schoorla (pkt 3.4) i dwie granulki
kamienia pumeksowego (pkt 3.5). Ogrzewaé nad $rednim ptomieniem, recznie mieszajac, i doprowadzic ciecz do
wrzenia w czasie okolo dwéch minut. Natychmiast postawic kolbe Erlenmeyera na siatce azbestowej z otworem
o $rednicy okoto 6 cm, pod ktérym pali si¢ plomien. Plomien nalezy ustawi¢ tak, aby ogrzewane byto tylko dno
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kolby Erlenmeyera. Dopasowa¢ chiodnicg zwrotng do kolby Erlenmeyera. Gotowaé doktadnie 10 minut. Schio-
dzi¢ natychmiast zimng woda i po okoto pigciu minutach miareczkowaé w nastepujacy sposéb:

Doda¢ 10 ml roztworu jodku potasu (pkt 3.6) i niezwlocznie (zachowujac ostrozno$¢ ze wzgledu na ryzyko
powstania piany) doda¢ 25 ml kwasu siarkowego (pkt 3.7). Miareczkowad roztworem tiosiarczanu sodu (pkt 3.8)

do pojawienia si¢ metnej z6ttej barwy, dodaé wskaznik skrobiowy (pkt 3.9) i dokoficzy¢ miareczkowanie.

Przeprowadzi¢ takie samo miareczkowanie na mieszaninie 25 ml odczynnika Luff-Schoorla (pkt 3.4) i 25 ml
wody, po dodaniu 10 ml roztworu jodku potasu (pkt 3.6) i 25 ml kwasu siarkowego (pkt 3.7), bez gotowania.

6. Obliczanie wynikow

Wrykorzystujgc zalaczong tabele, okresli¢ ilos¢ laktozy w mg, ktéra odpowiada réznicy miedzy wynikami dwoch
miareczkowan, wyrazonych w ml tiosiarczanu sodu 0,1 mol/l.

Wynik wyrazi¢ jako udziat procentowy bezwodnej laktozy w prébee.
7. Objasnienia

1. W przypadku produktéw zawierajacych ponad 40 % cukréw fermentujacych dodaé wiecej niz 5 ml
zawiesiny drozdzy (pkt 3.1).

2. W paszach o obnizonej zawartosci laktozy (np. w mleku dla kotéw) laktoze przeksztalca si¢ we fruktoze,
ktéra nie jest catkowicie sfermentowana w ciggu 2 godzin, co daje wyzsze lub falszywie pozytywne
wyniki (poniewaz pozostalosci fruktozy pozostajg w ekstrakcie).

Tabela wartosci dla 25 ml odczynnika Luff-Schoorla

ml Na, S, O; 0,1 mol/l, podgrzewanie przez dwie minuty, gotowanie przez 10 minut

Na, S, O, Gl“koizrj‘;vfr‘tﬂgzsaz; cukry Laktoza Na, S, O,
0,1 mol/l C, H,, O, Cy; Hyy Oy 0,1 mol/l
ml mg réznica mg réznica ml
1 2,4 2,4 3,6 3,7 1
2 4,8 2,4 7,3 3,7 2
3 7,2 2,5 11,0 3,7 3
4 9,7 2,5 14,7 3,7 4
5 12,2 2,5 18,4 3,7 5
6 14,7 2,5 22,1 3,7 6
7 17,2 2,6 25,8 3,7 7
8 19,8 2,6 29,5 3,7 8
9 22,4 2,6 33,2 3,8 9
10 25,0 2,6 37,0 3,8 10
11 27,6 2,7 40,8 3,8 11
12 30,3 2,7 44,6 3,8 12
13 33,0 2,7 48,4 3,8 13
14 35,7 2,8 52,2 3,8 14
15 38,5 2,8 56,0 3,9 15
16 41,3 2,9 59,9 3,9 16
17 442 2,9 63,8 3,9 17
18 47,1 2,9 67,7 4,0 18
19 50,0 3,0 71,7 4,0 19
20 53,0 3,0 75,7 4,1 20
21 56,0 3,1 79,8 4,1 21
22 59,1 3,1 83,9 4,1 22
23 62,2 88,0 23
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3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

4.1.

4.2.

5.1.

K. OZNACZANIE SKROBI

- METODA POLARYMETRYCZNA -

Cel i zakres stosowania metody

Metoda stuzy do oznaczania zawartosci skrobi i wysokoczgsteczkowych produktéw jej degradacji w paszach
w celu sprawdzenia zgodnosci z zadeklarowang warto$cia energetyczna (przepisy zawarte w zalgczniku VII) oraz
rozporzadzeniem (WE) nr 767/2009.

Metoda ta ma by¢ stosowana do oznaczania zawarto$ci skrobi w celu obliczania warto$ci energetycznej paszy.

W przypadku gdy zawartos¢ skrobi ma by¢ oznaczona do innych celéw, mozna zastosowaé inne metody analizy.

Sposéb przeprowadzenia metody

Metoda sklada si¢ z dwoch oznaczen. W pierwszym oznaczeniu prébka jest traktowana rozcienczonym kwasem
chlorowodorowym. Po sklarowaniu i przefiltrowaniu mierzy si¢ polarymetrycznie skrecalno$¢ optyczng roz-
tworu.

W drugim oznaczeniu probka jest ekstrahowana 40 % etanolem. Po zakwaszeniu filtratu kwasem chlorowodoro-
wym, sklarowaniu i przefiltrowaniu mierzy si¢ skrecalno$¢ optycznag, tak jak w pierwszym oznaczeniu.

Réznica pomigdzy dwoma pomiarami, pomnozona przez znany wspétczynnik, daje zawarto$¢ skrobi w prébee.
Odczynniki
Kwas chlorowodorowy, roztwér 25 % (ww), gestosé: 1,126 g/ml

Kwas chlorowodorowy, roztwér 1,13 % (w/v)

Stezenie nalezy sprawdzi¢ poprzez miareczkowanie przy uzyciu roztworu wodorotlenku sodu 0,1 mol/l w obec-
nosci czerwieni metylowej 0,1 % (w|v) w 94 % (v/v) etanolu. Do neutralizacji 10 ml potrzeba 30,94 ml NaOH
0,1 mol/l.

Roztwér Carreza I: rozpusci¢ w wodzie 21,9 g octanu cynku Zn(CH;COO), 2H,0 i 3 g kwasu octowego lodowa-
tego. Uzupelni¢ do objetosci 100 ml woda.

Roztwor Carreza II: rozpusci¢ w wodzie 10,6 g zelazocyjanku potasu K, Fe(CN)s 3H,0. Uzupehi¢ do objetosci
100 ml woda.

Etanol, roztwér 40 % (v/v), gestos¢: 0,948 g/ml w temperaturze 20 °C

Aparatura i sprzet

Kolba Erlenmeyera o pojemnosci 250 ml ze szlifem szklanym i chlodnicg zwrotna
Polarymetr lub sacharymetr

Sposob postepowania

Przygotowanie probki

Rozdrobni¢ probke tak, aby przesiewala si¢ przez oczka sita o $rednicy 0,5 mm.
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5.2.

5.3.

6.1.

Oznaczanie catkowitej skrecalnosci optycznej (P lub S) (zob. obja$nienia 7.1)

Odwazy¢, z dokladnoscia do 1 mg, 2,5 g rozdrobnionej probki i umiesci¢ w kolbie miarowej o pojemnosci
100 ml. Doda¢ 25 ml kwasu chlorowodorowego (3.2), wstrzasna¢ do réwnomiernego rozprowadzenia badanej
probki i dodaé nastepng porcje 25 ml kwasu chlorowodorowego (pkt 3.2). Kolbe zanurzy¢ we wrzgcej tazni wod-
nej. Aby zapobiec aglomeracji, przez pierwsze trzy minuty nieprzerwanie i energicznie wstrzgsa¢ kolbg. Ilosé
wody w tazni wodnej musi by¢ wystarczajgca, aby pozostala ona w stanie wrzenia, kiedy kolba zostanie do niej
wlozona. Nie nalezy wyjmowac kolby z wody w trakcie wstrzasania. Dokladnie po 15 minutach wyja¢ kolbe
z fazni wodnej, doda¢ 30 ml zimnej wody i natychmiast schlodzi¢ do temperatury 20 °C.

Dodaé 5 ml roztworu Carreza I (pkt 3.3) i wstrzasa przez ok. 30 sekund. Nastepnie dodaé 5 ml roztworu Carreza
II (pkt 3.4) i ponownie wstrzasaé przez ok. 30 sekund. Uzupehic¢ do pelnej objetosci kolby woda, zmieszad i prze-
filtrowaé. W przypadku gdy filtrat nie jest idealnie klarowny (co zdarza si¢ rzadko), powtdrzy¢ oznaczanie z uzy-
ciem wigkszej ilo$ci roztworéw Carreza 1111, np. 10 ml.

Zmierzy¢ skrecalnos¢ optyczng roztworu w 200 mm rurce przy zastosowaniu polarymetru lub sacharymetru.

Oznaczanie skrecalnosci optycznej (P lub S’) substandji rozpuszczonych w 40 % etanolu

Odwazy¢, z doktadnoscig do 1 mg, 5 g prébki, umiesci¢ w kolbie miarowej o pojemnosci 100 ml i dodaé okoto
80 ml etanolu (3.5) (zob. objasnienia 7.2). Pozostawi¢ kolbe na godzing w temperaturze pokojowej. W miedzycza-
sie szeciokrotnie energicznie wytrzasnaé kolbg, tak aby badana prébka zostala dobrze zmieszana z etanolem.
Uzupelni¢ do pelnej objetosci kolby etanolem (pkt 3.5), zmieszac i przefiltrowac.

Pobra¢ pipetg 50 ml filtratu (co jest réwne 2,5 g prébki) do kolby Erlenmeyera o pojemnosci 250 ml, dodaé
2,1 ml kwasu chlorowodorowego (pkt 3.1) i energicznie wstrzasnaé. Dopasowaé chlodnice zwrotna do kolby
Erlenmeyera i kolbe t¢ zanurzy¢ we wrzacej laZni wodnej. Po dokladnie 15 minutach wyjaé kolbe Erlenmeyera
z fazni, przenie$¢ zawarto$¢ do kolby miarowej o pojemnosci 100 ml, sptukujac kolbe Erlenmeyera niewielka ilos-
cig zimnej wody, i schlodzi¢ do temperatury 20 °C.

Sklarowa¢ z uzyciem roztworéw Carreza I (pkt 3.3) i Carreza II (pkt 3.4), uzupeni¢ do pelnej objetosci kolby
wodg, zmieszaé, przefiltrowac i zmierzy¢ skrecalno$¢ optyczng w sposéb okreslony w pkt 5.2 akapity drugi
i trzeci.

Obliczanie wynik6w

Zawarto$c skrobi (w %) oblicza si¢ wedtug nastepujacych wzoréw:

Pomiary z uzyciem polarymetru

Zawarto$¢ skrobi (%) = 2000 x (P —P')

oy
pP= catkowita skrecalno$¢ optyczna w stopniach katowych
P= skrecalno$¢ optyczna w stopniach katowych substancji rozpuszczonych w 40 % (V/V) etanolu
[a]2” = skrecalnos¢ whasciwa czystej skrobi. Wartosci liczbowe przyjete dla tego wspdtczynnika sg nastepujace:

+185,9°.  skrobia ryzowa
+185,7°:  skrobia ziemniaczana
+184,6°  skrobia kukurydziana
+182,7°.  skrobia pszenna
+181,5% skrobia jeczmienna
+181,3":  skrobia owsiana

+184,0°  inne typy skrobi i jej mieszaniny w mieszankach paszowych
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6.2. Pomiary z uzyciem sacharymetru

/
Zawarto$é skrobi (%) = 2000 x @Nx0665)x(S-S) 266N x (S-S

falpy” 100 falpy”
S= catkowita skrecalno$¢ optyczna w stopniach sacharymetrycznych
S = skrecalno$¢ optyczna w stopniach sacharymetrycznych substancji rozpuszczonych w 40 % (v/v) etanolu
N= masa w g sacharozy w 100 ml wody ulegajaca skrecalnosci optycznej 100 stopni sacharymetrycznych

podczas pomiaru z uzyciem rurki o dlugosci 200 mm
16,29 g dla sacharymetréw francuskich

26,00 g dla sacharymetréw niemieckich

20,00 g dla sacharymetréw polaczonych

[ = skrecalno§¢ wlasciwa czystej skrobi (zob. pkt 6.1)

6.3. Powtarzalnos¢

Réznica pomiedzy wynikami dwdch réwnoleglych oznaczen wykonanych dla tej samej probki nie moze przekra-
czaé 0,4 w warto$ci bezwzglednej dla zawartosci skrobi nizszej niz 40 % i 1 % wzgledem zawartosci skrobi réw-
nej lub wyzszej niz 40 %.

7. Objasnienia

7.1. Jezeli probka zawiera wigcej niz 6 % weglanéw, w przeliczeniu na weglan wapnia, nalezy rozlozy¢ je przy uzyciu
odpowiedniej iloéci rozcieiczonego kwasu siarkowego przed okresleniem calkowitej skrecalnosci optyczne;.

7.2. W przypadku produktow o duzej zawartosci laktozy, takich jak serwatka w proszku lub mleko odtluszczone
w proszku, postepowaé w nastepujacy sposéb: po dodaniu 80 ml etanolu (pkt 3.5) dopasowa¢ chlodnice zwrotna
do kolby i kolbg t¢ zanurzy¢ w tazni wodnej o temperaturze 50 °C na 30 minut. Pozostawi¢ do schtodzenia i kon-
tynuowac analize w spos6b okreslony w pkt 5.3.

7.3. Nastepujace materialy paszowe — w przypadku obecnosci w znacznych ilosciach w paszy — powodujg interferen-
cje podczas okreslania zawartosci skrobi metodg polarymetryczng i moga wplywaé na otrzymywanie nieprawid-
towych wynikéw:

— produkty z burakéw cukrowych, takie jak wystodki buraczane, melasa buraczana, wystodki buraczane mela-
sowane, wywar melasowy z burakéw (cukrowych), cukier (buraczany),

— miazga (pulpa, wystodki) cytrusowa,
— siemi¢ Iniane, wytloki z siemienia Inianego, siemig Iniane ekstrahowane,
— nasiona rzepaku, makuch rzepakowy, ekstrahowane nasiona rzepaku, tuski nasion rzepaku,

— nasiona slonecznika, ekstrahowane nasiona stonecznika, nasiona stonecznika czgsciowo luskane, ekstraho-
wane,

— wiytloki z kopry, kopra ekstrahowana,

— miazga (pulpa) ziemniaczana,

— drozdze odwodnione,

— produkty bogate w inuling, a w szczeg6lnosci krajanka i maczka z karczochéw jerozolimskich,
— skwarki,

— produkty sojowe.

W takich przypadkach mozna zastosowaé metode analizy przewidziang w rozporzadzeniu Komisji (WE)
nr 121/2008 (). Metoda ta moze by¢ réwniez stosowana w paszy zawierajacej mniej niz 1 % skrobi.

() Rozporzadzenie Komisji (WE) nr 121/2008 z dnia 11 lutego 2008 r. okreslajagce metode analizy do oznaczania zawartosci skrobi
w preparatach w rodzaju stosowanych do karmienia zwierzat (kod CN 2309) (Dz.U. L 37 z 12.2.2008, s. 3).
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L. OZNACZANIE POPIOLU SUROWEGO

Cel i zakres stosowania metody

Metoda stuzy do oznaczania zawartosci popiotu surowego w paszach.

Sposéb przeprowadzenia metody

Prébka jest spopielana w temperaturze 550 °C, a pozostalo$¢ jest wazona.

Odczynniki

20 % roztwor azotanu amonu (w|v)
Aparatura i sprzet

Plyta grzejna

Elektryczny piec muflowy z termostatem

Krzemionkowe, porcelanowe lub platynowe tygle do spalan, prostokatne (ok. 60 x 40 x 25 mm) lub okragle
(Srednica: 60-75 mm, wysoko$¢: 20—-40 mm).

Sposéb postepowania

Odwazy¢, z dokladnoscia do 1 mg, okoto 5 g prébki (2,5 w przypadku substancji peczniejacych) i umiescié
w tyglu do spalan, ktéry zostal podgrzany do temperatury 550 °C, schfodzony i wytarowany. Tygiel postawi¢ na
plycie grzejnej i ogrzewac stopniowo az do zweglenia substancji. Spopieli¢ zgodnie z pkt 5.1 lub 5.2.

Wstawi¢ tygiel do skalibrowanego pieca muflowego o temperaturze ustawionej na 550 °C. Utrzymywaé w tej
temperaturze az do uzyskania popiotu o barwie bialej, jasnoszarej lub czerwonawej, w ktorym nie widaé czastek
zawierajacych wegiel. Umiescic tygiel w eksykatorze, pozostawi¢ do schlodzenia i niezwlocznie zwazy¢.

Wstawi¢ tygiel do skalibrowanego pieca muflowego o temperaturze ustawionej na 550 °C. Spopielal przez
3 godziny. Umiesci¢ tygiel w eksykatorze, pozostawi¢ do schlodzenia i niezwlocznie zwazy¢. Ponownie spopielaé
przez 30 minut w celu zapewnienia stalej masy popiotu (ubytek masy migdzy dwoma kolejnymi wazeniami nie
moze przekraczal 1 mg).

Obliczanie wynikéw
Mase pozostalosci obliczy¢, odejmujac tare.

Wynik wyrazi¢ jako udziat procentowy w prébee.
Objasnienia

Substandje, ktdre trudno si¢ spopielajg, nalezy wstepnie spopiela¢ co najmniej przez trzy godziny, schtodzié, a nastep-
nie doda¢ do nich - ostroznie, w taki sposéb, aby nie spowodowac strat popiotu i tworzenia si¢ zbrylen — kilka
kropli 20 % roztworu azotanu amonu lub wody. Po wysuszeniu kontynuowaé zweglanie w piecu. Powtarzaé
czynnosci w razie potrzeby az do catkowitego spopielenia.

W przypadku substangji, ktére trudno poddajg si¢ postepowaniu okreslonemu w pkt 7.1, postepuje si¢ w nastepujacy
spos6b: po spopielaniu przez trzy godziny popiét umiesci¢ w cieplej wodzie i przefiltrowac przez maly, bezpo-
piotowy filtr. Spopieli¢ filtr z zawartoscig w tyglu. Filtrat umiesci¢ w schtodzonym tyglu, odparowaé do wyschnie-
cia, spopieli¢ i zwazy¢.

W przypadku olejow i thuszczéw nalezy dokladnie odwazy¢ probke o masie 25 g i umiescic jg w tyglu o odpowied-
niej wielko$ci. Zweglié, przenoszac ptomien na substancje skrawkiem saczka bezpopiotowego. Po spaleniu pozos-
tato$¢ zwilzy¢ jak najmniejsza iloscig wody. Wysuszy¢ i spopiela¢ w sposéb okreslony w pkt 5.

M. OZNACZANIE POPIOLU NIEROZPUSZCZALNEGO W KWASIE CHLOROWODOROWYM
Cel i zakres stosowania metody

Metoda stuzy do oznaczania zawartosci substancji mineralnych nierozpuszczalnych w kwasie chlorowodorowym
w paszach. W zaleznosci od rodzaju prébki stosuje si¢ dwie metody.
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1.1. Metoda A: majaca zastosowanie do organicznych materialéw paszowych i do wigkszosci mieszanek paszowych;

1.2. Metoda B: majaca zastosowanie do mieszanek paszowych i mieszanin mineralnych oraz do mieszanek paszowych
zawierajacych substancje nierozpuszczalne w kwasie chlorowodorowym w ilo$ci wyzszej niz 1 %, co sprawdza
sig, stosujac weze$niej metode A.

2. Sposdb przeprowadzenia metody

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

2.2. Metoda B: probka jest traktowana kwasem chlorowodorowym. Roztwor sie filtruje, pozostalo$¢ spopiela i z otrzy-
manym popiotem postepuje si¢ w sposéb opisany w metodzie A.

3. Odczynniki

3.1. Kwas chlorowodorowy, 3 mol/l

3.2. 20 % roztwor kwasu trichlorooctowego (w/v)
3.3. 1 % roztwér kwasu trichlorooctowego (w/v)
4. Aparatura i sprzet

4.1. Plyta grzejna
4.2. Elektryczny piec muflowy z termostatem

4.3. Krzemionkowe, porcelanowe lub platynowe tygle do spalafi, prostokatne (ok. 60 x 40 x 25 mm) lub okragle
(Srednica: 60-75 mm, wysoko$¢: 20-40 mm)

4.4. Filtry bezpopiolowe
5. Sposéb postepowania

5.1. Metoda A:

Spopieli¢ probke metodg opisang w odniesieniu do oznaczania popiotu surowego. Popi6t uzyskany w wyniku
zastosowanej analizy moze by¢ takze wykorzystany do badania.

Popidt przenies¢ do zlewki o pojemnosci od 250 do 400 ml z uzyciem 75 ml kwasu chlorowodorowego (pkt 3.1).
Powoli doprowadzi¢ do wrzenia i gotowaé ostroznie przez 15 minut. Przefiltrowac cieply roztwér przez saczek
bezpopiotowy i przemywaé pozostalos¢ goraca woda, az reakcja z kwasem przestanie by¢ widoczna. Wysuszy¢
filtr zawierajacy pozostalo$¢ i spopieli¢ go w wytarowanym tyglu w temperaturze nie nizszej niz 550 °C i nie
wyzszej niz 700 °C. Ochlodzi¢ w eksykatorze i zwazy¢.

5.2. Metoda B

Odwazy¢, z dokladnoscig do 1 mg, 5 g probki i umiesci¢ w zlewce o pojemnosci od 250 do 400 ml. Dodaé
kolejno 25 ml wody i 25 ml kwasu chlorowodorowego (pkt 3.1), wymiesza¢ i odczekaé, az roztwér przestanie
sie burzy¢. Dodac kolejne 50 ml kwasu chlorowodorowego (pkt 3.1). Odczekaé do ulotnienia si¢ gazu, nastepnie
umiesci¢ zlewke we wrzacej tazni wodnej i trzymad jg tam przez co najmniej 30 minut, w celu catkowitej hydro-
lizy skrobi. Cieply roztwoér przefiltrowaé przez saczek bezpopiotowy i przemy¢ go 50 ml cieplej wody (zob.
obja$nienia pkt 7). Filtr z pozostaloscia umiesci¢ w tyglu do spalan, wysuszy¢ i spopielaé w temperaturze nie niz-
szej niz 550 °C i nie wyzszej niz 700 °C. Popi6t przenies¢ do zlewki o pojemnosci od 250 do 400 ml z uzyciem
75 ml kwasu chlorowodorowego (pkt 3.1). Kontynuowac czynnosci opisane w pkt 5.1 akapit drugi.

6. Obliczanie wynikow

Mase pozostatosci obliczy¢, odejmujac tare. Wynik wyrazic jako udzial procentowy w prébee.
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3.6.1.

3.6.2.
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Objasnienia

Jezeli filtracja ma trudny przebieg, zaleca si¢ powtdrne przeprowadzenie analizy, zastepujac 50 ml kwasu chloro-
wodorowego (pkt 3.1) 50 ml roztworu 20 % (w/v) kwasu trichlorooctowego (pkt 3.2) i przemywajac filtr cieplym
1 % roztworem kwasu trichlorooctowego (pkt 3.3).

N. OZNACZANIE CALKOWITE] ZAWARTOSCI FOSFORU

Fosfor catkowity ma by¢ oznaczany z wykorzystaniem:

— metody analizy przewidzianej w normie EN 15510 Pasze: Metody pobierania probek i analiz — Oznacza-
nie wapnia, sodu, fosforu, magnezu, potasu, zelaza, cynku, miedzi, manganu, kobaltu, molibdenu i olo-
wiu z zastosowaniem ICP-AES lub

— metody analizy przewidzianej w normie EN 15621 Pasze: Metody pobierania probek i analiz — Oznacza-
nie wapnia, sodu, fosforu, magnezu, potasu, siarki, zelaza, cynku, miedzi, manganu i kobaltu po minera-
lizacji ci$nieniowej metoda ICP-AES lub

— metody fotometrycznej, jak opisano ponize;.

METODA FOTOMETRYCZNA

Cel i zakres stosowania metody

Metoda stuzy do oznaczania calkowitej zawartosci fosforu w paszy. Metoda ta jest w szczegdlnosci odpowiednia
do analizy paszy o niskiej zawartosci fosforu. W niektorych przypadkach (produkty bogate w fosfor) dopuszcza
si¢ stosowanie metody grawimetryczne;.

Sposéb przeprowadzenia metody

Prébka jest mineralizowana poprzez suche spalanie (w przypadku pasz organicznych) lub przez rozpuszczenie
kwasem (w przypadku zwiazkéw mineralnych i pasz plynnych), a nastgpnie wprowadzana do kwasnego roz-
tworu. Roztwor jest traktowany odczynnikiem molibdenowanadowym. Gesto$¢ optyczna utworzonego z6ltego
roztworu jest mierzona w spektrofotometrze przy 430 nm.

Odczynniki

Weglan wapnia

Kwas chlorowodorowy, p,o = 1,10 g/ml (ok. 6 mol/l)
Kwas azotowy, pyo = 1,045 g/ml

Kwas azotowy, p,o = od 1,38 do 1,42 g/ml

Kwas siarkowy, p,o = 1,84 g/ml

Odczynnik molibdenowanadowy: zmiesza¢ 200 ml roztworu heptamolibdenianu amonu (pkt 3.6.1), 200 ml roz-
tworu metawanadanu amonu (pkt 3.6.2) i 134 ml kwasu azotowego (pkt 3.4) w kolbie miarowej o pojemnosci
1 1. Uzupehi¢ do pelnej objetosci kolby wodg.

Roztwér heptamolibdenianu amonu: rozpusci¢ w goracej wodzie 100 g heptamolibdenianu amonu (NH,)
6Mo0,0,4.4H,0. Doda¢ 10 ml amoniaku (o gestosci 0,91 g/ml) i uzupelni¢ do objetosci 1 1 woda.

Roztwér metawanadanu amonu: 2,35 g metawanadanu amonu NH,VO; rozpusci¢ w 400 ml gorgcej wody. Stale
mieszajac, dodawal powoli 20 ml rozcienczonego kwasu azotowego (7 ml HNOs (3.4) + 13 ml H,0) i uzupehi¢
do objetosci 1 1 woda.

Roztwor wzorcowy fosforu o stezeniu 1 mg/ml: rozpusci¢ 4,387 g diwodorofosforanu potasu KH,PO,w wodzie.
Uzupehi¢ do objetosci 1 1 woda.
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4. Aparatura i sprzet
4.1. Krzemionkowe, porcelanowe lub platynowe tygle do spopielania
4.2. Elektryczny piec muflowy z termostatem nastawionym na temperaturg 550 °C

4.3 Kolba Kjeldahla o pojemnosci 250 ml

4.4. Kolby i pipety miarowe

4.5. Spektrofotometr

4.6. Probéwki o $rednicy okolo 16 mm i pojemnosci od 25 do 30 ml z korkami stopniowanymi do $rednicy 14,5 mm
5. Sposob postepowania

5.1. Przygotowanie roztworu

W zaleznosci od rodzaju probki przygotowaé roztwér w sposéb okreslony w pkt 5.1.1 lub 5.1.2.

5.1.1. Zwykly sposéb postepowania

Odwazy¢, z doktadnoscia do 1 mg, co najmniej 1 g probki. Umiesci¢ badana probke w kolbie Kjeldahla, dodad
20 ml kwasu siarkowego (3.5), wstrzasna¢ do catkowitego nasycenia kwasem i nie dopusci¢ do przyklejania czg-
stek do Scianek kolby, podgrzad i utrzymywaé w temperaturze wrzenia przez 10 minut. Nieznacznie schlodzi,
doda¢ 2 ml kwasu azotowego (pkt 3.4), ostroznie podgrzaé, ponownie nieznacznie schlodzic i doda¢ nieco wigcej
kwasu azotowego (pkt 3.4), a nastgpnie ponownie doprowadzi¢ do wrzenia. Powtarzac te czynnosci az do uzyska-
nia bezbarwnego roztworu. Schtodzi¢, doda¢ trochg wody, zdekantowa¢ ciecz do kolby miarowej o pojemnosci
500 ml, sptukac kolbe Kjeldahla goraca woda. Pozostawi¢ do schlodzenia, uzupehi¢ do pelnej objetoici woda,
zhomogenizowac i przefiltrowac.

5.1.2. Pré6bki zawierajace substancje organiczne, wolne od diwodorofosforanéw magnezu i wapnia

Odwazy¢, z dokladnoscig do 1 mg, okoto 2,5 g prébki i umiesci¢ w tyglu do spopielania. Zmiesza¢ dokladnie
probke badang z 1 g weglanu wapnia (pkt 3.1). Spopielaé w piecu w temperaturze 550 °C do uzyskania popiotu
o bialej lub szarej barwie (niewielka ilo$¢ wegla drzewnego nie ma znaczenia). Przenie$¢ popidt do zlewki o pojem-
nosci 250 ml. Doda¢ 20 ml wody i kwasu chlorowodorowego (pkt 3.2) az do zaprzestania pienienia si¢. Nastepnie
dodac¢ kolejne 10 ml kwasu chlorowodorowego (pkt 3.2). Umiesci¢ zlewke na lazni piaskowej i odparowaé do
wyschnigcia, aby uczyni¢ krzemionke nierozpuszczalng. Pozostalo$é rozpusci¢ w 10 ml kwasu azotowego (pkt
3.3) i gotowa¢ na azni piaskowej lub plycie grzejnej przez 5 minut, nie doprowadzajac do zupelnego odparowa-
nia cieczy. Zdekantowa ciecz do kolby miarowej o pojemnosci 500 ml, splukujac kilkakrotnie zlewke goraca
woda. Pozostawi¢ do schtodzenia, uzupelni¢ do pelnej objetosci woda, zhomogenizowac i przefiltrowad.

5.2. Wywolanie zabarwienia i pomiar gestosci optycznej

Rozcienczy¢ podwielokrotng czes¢ filtratu otrzymanego w sposéb okreslony w pkt 5.1.1 lub 5.1.2 do uzyskania
stezenia fosforu nie wigkszego niz 40 pg/ml. Umiesci¢ 10 ml tego roztworu w probéwce (pkt 4.6) i dodaé 10 ml
odczynnika molibdenowanadowego (pkt 3.6). Homogenizowac i pozostawi¢ co najmniej na 10 minut w tempera-
turze 20 °C. Zmierzy¢ gesto$¢ optyczng w spektrofotometrze przy 430 nm w stosunku do roztworu otrzymanego
przez dodanie 10 ml odczynnika molibdenowanadowego (pkt 3.6) do 10 ml wody.

5.3. Krzywa wzorcowa

Z roztworu wzorcowego (pkt 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
(pkt 3.6). Zhomogenizowal i pozostawi¢ co najmniej na 10 minut w temperaturze 20 °C. Zmierzy¢ gestosé
optyczng w sposéb okreslony w pkt 5.2. Wykresli¢c krzywa wzorcows, odkladajac wartosci gestoSci optycznej
w stosunku do odpowiadajacych jej ilosci fosforu. W zakresie stezen od 0 do 40 pg/ml krzywa jest liniowa.

6. Obliczanie wynikow

Okresli¢ zawarto$¢ fosforu w badanej probee z zastosowaniem krzywej wzorcowe;.
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3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

5.1.

Wynik wyrazi¢ jako udzial procentowy w probce.
Powtarzalno$¢

Réznica pomigdzy wynikami dwdch réwnoleglych oznaczen wykonanych dla tej samej probki nie moze przekra-
czaé:

— 3 % wzgledem wyzszego wyniku, dla zawartosci fosforu nizszej niz 5 %,
— 0,15 % w wartosci bezwzglednej, dla zawartosci fosforu rownej lub wyzszej niz 5 %.

0. OZNACZANIE CHLORU Z CHLORKOW

Cel i zakres stosowania metody

Metoda stuzy do oznaczania zawarto$ci chloru w chlorkach, ktére s3 rozpuszczalne w wodzie, umownie wyraza-
nego jako chlorek sodu. Metode te stosuje si¢ do wszystkich pasz.

Sposéb przeprowadzenia metody

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

Odczynniki

Roztwor tiocyjanianu amonu 0,1 mol/l

Roztwoér azotanu srebra 0,1 mol/l

Nasycony roztwor siarczanu amonu i Zelaza (NH,)Fe(SO.),
Kwas azotowy, gesto$¢: 1,38 g/ml

Eter dietylowy

Aceton

Roztwér Carreza I: rozpusci¢ w wodzie 21,9 g octanu cynku, Zn (CH;COO),-2H,0 i 3 g kwasu octowego lodowa-
tego. Uzupelni¢ do objetosci 100 ml woda.

Roztwor Carreza II: rozpusci¢ w wodzie 10,6 g zelazocyjanku potasu K,Fe(CN), 3H,0. Uzupelni¢ do objetosci
100 ml woda.

Wegiel aktywny, wolny od chlorkéw i nieabsorbujacy chlorkow

Aparatura i sprzet

Mikser (tumbler): ok. 35-40 obr./min
Sposob postepowania

Przygotowanie roztworu
Zaleznie od rodzaju probki, przygotowac roztwdr w sposob okreslony w pkt 5.1.1, 5.1.2 lub 5.1.3.

W tym samym czasie przeprowadzi¢ prébe slepg, pomijajac analizowang prébke.

Préobki niezawierajace substancji organicznej

Odwazy¢, z dokladnoscia do 1 mg, nie wigcej niz 10 g prébki zawierajacej nie wigcej niz 3 g chloru w postaci
chlorkéw. Odwazke umieéci¢ z 400 ml wody o temperaturze okoto 20 °C w kolbie miarowej o pojemnosci
500 ml. Miesza¢ przez 30 minut w tumblerze, uzupelni¢ do pelnej objetosci kolby, zhomogenizowac i przefiltro-
wac.
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5.1.2. Pr6bki zawierajgce substancje organiczne, z wylaczeniem produktéw wymienionych w pkt
5.1.3

Odwazy¢, z doktadnoscig do 1 mg, okolo 5 g probki i wraz z 1 g wegla aktywnego umiesci¢ w kolbie miarowej
o pojemnosci 500 ml. Doda¢ 400 ml wody o temperaturze okoto 20 °C i 5 ml roztworu Carreza I (pkt 3.7), mie-
sza przez 30 sekund i dodaé 5 ml roztworu Carreza II (pkt 3.8). Mieszaé przez 30 minut w tumblerze, uzupelni¢
do pelnej objetosci kolby, zhomogenizowac i przefiltrowac.

5.1.3. Pasze po obrébce cieplnej, makuchy Iniane, mgczka Iniana, produkty bogate w maczke
Iniang i inne produkty bogate w §luz lub substancje koloidalne (np. dekstrynizowana skro-

bia)

Przygotowacl roztwér w sposob okreslony w pkt 5.1.2, ale nie filtrowaé. Zdekantowal (w razie potrzeby odwiro-
wac), pobra¢ 100 ml plynnego supernatantu i przenies¢ go do kolby miarowej o pojemnosci 200 ml. Zmieszaé
z acetonem (pkt 3.6) i uzupelni¢ do pelnej objetosci kolby tym rozpuszczalnikiem, zhomogenizowacé i przefiltro-
wac.

5.2. Miareczkowanie

W zaleznosci od przewidywanej zawartoéci chlorku przenies¢ pipeta do kolby Erlenmeyera od 25 do 100 ml fil-
tratu, otrzymanego w sposob okreslony w pkt 5.1.1, 5.1.2 lub 5.1.3. Podwielokrotna cz¢$¢ nie moze zawieraé
wiecej niz 150 mg chloru (Cl). Rozcieficzy¢ w razie potrzeby woda do objetosci nie mniejszej niz 50 ml, dodaé
5 ml kwasu azotowego (pkt 3.4), 2 ml nasyconego roztworu siarczanu amonu i zelaza (pkt 3.3) i dwie krople roz-
tworu tiocyjanianu amonu (pkt 3.1) przeniesionego z zastosowaniem biurety wypetnionej do znaku 0. Stosujac
biurete, przenie$¢ roztwor azotanu srebra (pkt 3.2), tak aby nadmiar wynidst 5 ml. Doda¢ 5 ml eteru dietylowego
(pkt 3.5) i mocno wstrzgsa do skoagulowania si¢ osadu. Nadmiar azotanu srebra miareczkowaé roztworem tio-
cyjanianu amonu (pkt 3.1) az do uzyskania czerwonobrazowego odcienia utrzymujgcego si¢ przez minute.

6. Obliczanie wynikow

Tlo$¢ chlorku (X), wyrazonego jako udzial procentowy chlorku sodu, oblicza si¢ wedlug nastepujacego wzoru:

_ 5845 x (V] - Vo)

X
m
gdzie:
V, = objetos¢ w ml dodanego roztworu azotanu srebra o stezeniu 0,1 mol/l
V,= objetos¢ w ml uzytego do miareczkowania roztworu tiocyjanianu amonu o stgZeniu 0,1 mol/l
m= masa w g probki w podwielokrotnej czgsci

Jezeli proba Slepa wykaze, ze roztwor azotanu srebra o stezeniu 0,1 mol/l zostat zuzyty, odjac jego objetos¢ od
objetosci (V; — V).

7. Objasnienia

7.1. Mozna takze zastosowac miareczkowanie potencjometryczne lub amperometryczne.

7.2. W przypadku produktéw bardzo bogatych w oleje i thuszcze najpierw odtluscic je eterem dietylowym lub eterem
naftowym.

7.3. W przypadku maczki rybnej miareczkowanie mozna prowadzi¢ metodg Mohra.”
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3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.6.1.

3.7.

3.8.

3.9.

3.10.

ZALACZNIK IV

ZALACZNIK IV
METODY ANALIZY DO CELOW KONTROLI POZIOMU DOPUSZCZONYCH DODATKOW W PASZACH

A. OZNACZANIE WITAMINY A
Witamina A ma by¢ oznaczana z wykorzystaniem:

— metody analizy przewidzianej w normie EN 17547 Pasze: Metody pobierania prébek i analiz — Ozna-
czanie zawarto$ci witaminy A, E i D (') — Metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej z oczy-
szczaniem (HPLC) za pomoca ekstrakgji do fazy stalej (SPE) lub

— za pomoca wysokosprawnej chromatografii cieczowej w odwréconym ukladzie faz (RP-HPLC) z zasto-
sowaniem detektora UV lub fluorescencyjnego, jak opisano w pkt 1-9 ponizej.

Cel i zakres stosowania metody

Metoda stuzy do oznaczania zawartosci witaminy A (retinolu) w paszy. Metoda pozwala na oznaczenie wita-
miny A obejmujacej wszystkie formy alkoholowe trans-retinolu i wszystkie jej izomery cis. Zawarto$¢ witaminy
A jest wyrazana w jednostkach miedzynarodowych (IU) na kg. Jedna IU odpowiada aktywnosci 0,300 pg wszyst-
kich form alkoholowych trans-witaminy A lub 0,344 pg wszystkich form octanowych trans-witaminy A lub
0,550 pg wszystkich form palmitynianowych trans-witaminy A.

Granica oznaczalnosci metody wynosi 2 000 IU witaminy A/kg.

Sposéb przeprowadzenia metody

Prébka jest hydrolizowana w etanolowym roztworze wodorotlenku potasu, a witamina A ekstrahowana eterem
naftowym. Rozpuszczalnik jest usuwany przez odparowanie, a pozostato$¢ rozpuszczana w metanolu i, w razie
koniecznosci, rozcieficzana do wymaganego stezenia. Zawarto$¢ witaminy A jest oznaczana metodg wysokos-
prawnej chromatografii cieczowej w odwréconym ukladzie faz (RP-HPLC) z zastosowaniem detektora UV lub
detektora fluorescencyjnego. Parametry chromatograficzne zostaly tak dobrane, ze nie zachodzi rozdziat pomie-
dzy wszystkimi formami alkoholowymi trans-witaminy A i jej izomerami cis.

Odczynniki

Etanol, 6 = 96 %

Eter naftowy, zakres temperatur wrzenia 40-60 °C

Metanol

Roztwor wodorotlenku potasu, ¢ = 50 g/100 ml

Roztwor askorbinianu sodu, ¢ = 10 g/100 ml (zob. objasnienia pkt 7.7)

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

Roztwor siarczku sodu, ¢ = 0,5 mol/l w glicerolu, £ = 120 g/l (dla x = 9) (zob. objasnienia pkt 7.8)
Roztwor fenoloftaleiny, ¢ = 2 g/100 ml w etanolu (pkt 3.1)

2-propanol

Faza ruchoma do HPLC: mieszanina metanolu (pkt 3.3) i wody, np. 980 + 20 (v + v). Dokladny wspétczynnik
jest okreslony przez charakterystyke stosowanej kolumny.

Azot wolny od tlenu

(") Metoda analizy przewidziana w normie EN 17547 jest okreslana jako metoda alternatywna stosowana do celéw urzedowej kontroli
oznaczania witamin A i E zamiast metody opisanej dla oznaczania witaminy A w czeSci A niniejszego zalgcznika oraz witaminy
E w czesci B niniejszego zalgcznika.
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3.11.1.

3.12.1.

4.1.

4.2.

4.2.1.

4.2.2.

4.2.3.

4.2.4.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

4.8.1.

4.8.2.

Wszystkie formy octanowe trans-witaminy A, ekstra czyste, o certyfikowanej aktywnosci, np. 2,80 x 106 IU/[g

Roztwor podstawowy wszystkich form octanowych trans-witaminy A: odwazy¢, z dokladnoscig do 0,1 mg,
50 mg octanu witaminy A (pkt 3.11) do kolby miarowej o pojemnosci 100 ml. Rozpusci¢ w 2-propanolu (pkt
3.8) i uzupehi¢ do pelnej objetosci tym samym rozpuszczalnikiem. Stezenie nominalne tego roztworu wynosi
1400 IU witaminy A w 1 ml. Doktadng zawarto$¢ oznacza si¢ w sposob okreslony w pkt 5.6.3.1.

Wszystkie formy palmitynianowe trans-witaminy A, ekstra czyste, o certyfikowanej aktywnosci, np. 1,80 x
106 1UJg

Roztwér podstawowy wszystkich form palmitynianowych trans-witaminy A: odwazy¢, z dokladnoscia do
0,1 mg, 80 mg palmitynianu witaminy A (pkt 3.12) do kolby miarowej o pojemnosci 100 ml. Rozpusci¢
w 2-propanolu (pkt 3.8) i uzupelni¢ do pelnej objetosci tym samym rozpuszczalnikiem. Stezenie nominalne
tego roztworu wynosi 1400 IU witaminy A w 1 ml. Dokladng zawarto$¢ oznacza si¢ w sposéb okreslony
w pkt 5.6.3.2.

2,6-di-tert-butylo-4-metylofenol (BHT) (zob. objasnienia pkt 7.5)

Aparatura i sprzet

Prézniowa wyparka rotacyjna

Szklo laboratoryjne oranzowe

Kolby plaskodenne lub stozkowe o pojemnosci 500 ml, ze szlifem szklanym wewnetrznym

Kolby miarowe o waskich szyjkach o pojemnosciach 10, 25, 100 i 500 ml, ze szlifowanymi korkami szklanymi
Rozdzielacze stozkowe o pojemnosci 1 000 ml, ze szlifowanymi korkami szklanymi

Kolby gruszkowe o pojemnosci 250 ml, ze szlifem szklanym wewng¢trznym

Chlodnica kulkowa o dtugosci plaszcza 300 mm, ze szlifem szklanym, z nasadka do podlaczenia gazu
Saczek karbowany do rozdzielania faz o $rednicy 185 mm (np. Schleicher & Schuell 597 HY 1/2)
Wyposazenie HPLC z systemem dozowania

Kolumna do chromatografii cieczowej, 250 mm x 4 mm, Cyg, wypelnienie 5 lub 10 pm lub réwnowazna (kryte-
rium wydajnosci: pojedynczy pik dla wszystkich izomeréw retinolu w warunkach HPLC)

Detektor UV lub fluorescencyjny, z regulacja dtugosci fali

Spektrofotometr z kwarcowymi kuwetami o dtugosci drogi optycznej 10 mm
Laznia wodna z mieszadlem magnetycznym

Aparat ekstrakcyjny (zob. rys. 1) zawierajacy:

Szklany cylinder o pojemnoéci 1 1, z szyjka ze szlifem i z korkiem

Nasadke szklang ze szlifem z ramieniem i ruchomg nastawng rurkg przesuwajacg si¢ przez $rodek nasadki.
Nastawna rurka musi mie¢ zakoficzenie w ksztalcie litery U na dole i ujécie na gorze, tak aby gérna warstwa cie-
czy w cylindrze mogla by¢ przeniesiona do rozdzielacza.
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5.1.

5.2.

5.3.

Sposéb postepowania

Uwaga:  Witamina A jest wrazliwa na $wiatto (UV) i utlenianie. Wszystkie czynnosci nalezy przeprowadzaé bez
dostepu $wiatla (z zastosowaniem szkla oranzowego lub szkla zabezpieczonego folig aluminiows)
i bez dostepu tlenu (ptukanie strumieniem azotu). Podczas ekstrakcji powietrze znad cieczy nalezy
zastgpi¢ azotem (zapobiega¢ zbyt wysokiemu ci$nieniu, zwalniajac od czasu do czasu korek).

Przygotowanie probki

Zmieli¢ probke, tak aby przesiewala si¢ przez oczka sita o Srednicy 1 mm, uwazajac, aby podczas mielenia nie
wydzielalo si¢ cieplo. Mielenie musi by¢ przeprowadzone tuz przed wazeniem i zmydlaniem, gdyz w przeciw-
nym razie moga wystapic straty witaminy A. Probki nie nalezy mieli¢, jezeli rozklad wielkosci czastek jest odpo-
wiedni (np. premiksy i dodatki paszowe).

Zmydlanie

W zaleznosci od zawartosci witaminy A zwazy¢, z dokladnosciag do 1 mg, od 2 do 25 g prébki do kolby plasko-
dennej lub stozkowej o pojemnosci 500 ml (pkt 4.2.1). W przypadku niskich stezei masa probki moze zostaé
zwigkszona w celu uzyskania wystarczajacej ilosci czastek w nawazce. Dodaé kolejno, mieszajac, 130 ml etanolu
(pkt 3.1), okolo 100 mg BHT (pkt 3.13), 2 ml roztworu askorbinianu sodu (pkt 3.5) i 2 ml roztworu siarczku
sodu (pkt 3.6). Zalozy¢ chlodnice (pkt 4.3) na kolbe i umiesci¢ kolbe w fazni wodnej z mieszadlem magnetycz-
nym (pkt 4.7). Ogrza¢ do wrzenia i skrapla¢ przez pig¢ minut. Nastepnie doda¢ 25 ml roztworu wodorotlenku
potasu (pkt 3.4) przez chlodnice (pkt 4.3) i skraplaé przez 25 minut, mieszajac w trakcie powolnego przeplywu
strumienia azotu. Nastepnie sptuka¢ chlodnice okoto 20 ml wody i schtodzi¢ zawarto$¢ kolby do temperatury
pokojowe;j.

Ekstrakcja

Przenie$¢ ilosciowo, dekantujac, zmydlony roztwor, sptukujac 250 ml wody, do rozdzielacza o pojemnosci
1000 ml (pkt 4.2.3) lub do aparatu ekstrakcyjnego (pkt 4.8). Splukad kolbe po zmydlaniu kolejno 25 ml etanolu
(pkt 3.1) 1 100 ml eteru naftowego (pkt 3.2) i przenie$¢ popluczyny do rozdzielacza lub do aparatu ekstrakcyj
nego. Proporcja wody i etanolu w lac_zonych roztworach musi wynosi¢ okolo 2:1. Wstrzgsal energicznie
przez dwie minuty i pozostawi na dwie minuty.

Ekstrakcja przy uzyciu rozdzielacza (pkt 4.2.3)

Po rozdzieleniu warstw (zob. objasnienia pkt 7.3) przenies¢ warstwe eteru naftowego do innego rozdzielacza
(pkt 4.2.3). Powtérzy¢ ekstrakcje dwukrotnie z uzyciem 100 ml eteru naftowego (pkt 3.2) i dwukrotnie z uzy-
ciem 50 ml eteru naftowego (pkt 3.2).

Przemy¢ dwukrotnie potgczone ekstrakty w rozdzielaczu 100 ml porcjami wody, ostroznie mieszajac, aby zapo-
biec powstawaniu emulsji, a nastgpnie, wielokrotnie wstrzasajac, powtérzy¢ przemywanie kolejnymi 100 ml
porcjami wody, az woda pozostanie bezbarwna po dodaniu roztworu fenoloftaleiny (pkt 3.7) (wystarczy zwykle
czterokrotne przemycie). Aby usung¢ suspensj¢ wodng, filtrowaé przemyty ekstrakt przez suchy karbowany filtr
do rozdzielania faz (pkt 4.4) do kolby miarowej o pojemnosci 500 ml (pkt 4.2.2). Spluka¢ rozdzielacz i filtr przy
uzyciu 50 ml eteru naftowego (pkt 3.2), uzupei¢ do pelnej objetosci kolby eterem naftowym (pkt 3.2) i dobrze
zmieszac.

Ekstrakcja przy uzyciu aparatu ekstrakcyjnego (pkt 4.8)

Gdy warstwy zostang rozdzielone (zob. objasnienia pkt 7.3), zastapi¢ korek szklanego cylindra (pkt 4.8.1)
nasadka ze szlifem (pkt 4.8.2) i ustawi nizszy koniec rurki w ksztalcie litery U tak, aby znajdowal sie tuz
ponad granicg rozdziatu faz. Przez aplikacje ci$nienia azotu doplywajacego przez ramie nasadki przenies¢ eter
naftowy z gérnej warstwy do rozdzielacza o pojemnosci 1000 ml (pkt 4.2.3). Do szklanego cylindra doda¢
100 ml eteru naftowego (pkt 3.2), zamkna¢ i dobrze wstrzasna¢. Pozostawi¢ do rozdzielenia sig faz i przenies¢
gbérng warstwe do rozdzielacza w sposob opisany powyzej. Powtérzy¢ postgpowanie ekstrakcyjne, stosujgc
kolejna porcje 100 ml eteru naftowego (pkt 3.2), a nastepnie stosujac dwukrotnie porcje 50 ml eteru naftowego
(pkt 3.2), i doda¢ warstwy eteru naftowego do rozdzielacza.

Przemy¢ polaczone ekstrakty eteru naftowego w sposéb okreslony w pkt 5.3.1 i postgpowaé w sposéb tam
okreslony.
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5.4. Przygotowanie roztworu prébki do HPLC

Pobra¢ pipeta podwielokrotng czg$¢ roztworu eteru naftowego (z pkt 5.3.1 lub 5.3.2) do kolby gruszkowej
o pojemnosci 250 ml (pkt 4.2.4). Odparowa¢ rozpuszczalnik prawie do sucha na wyparce rotacyjnej (pkt 4.1)
przy obnizonym ci$nieniu w temperaturze tazni nie wyzszej niz 40 °C. Przywrdci¢ ci$nienie atmosferyczne
przez wpuszczenie azotu (pkt 3.10) i zdjac kolbe z wyparki rotacyjnej. Usuna¢ pozostaly rozpuszczalnik stru-
mieniem azotu (pkt 3.10) i szybko rozpusci¢ pozostatos¢ w znanej objetosci (10-100 ml) metanolu (pkt 3.3)
(stezenie witaminy A musi wynosi¢ od 5 IU/ml do 30 IU/ml).

5.5. Oznaczanie HPLC

Witamina A jest rozdzielana na kolumnie w odwréconym ukladzie faz C,g (pkt 4.5.1), a stezenie jest mierzone
z uzyciem detektora UV (325 nm) lub detektora fluorescencyjnego (wzbudzenie: 325 nm; emisja: 475 nm) (pkt
4.5.2).

Zadozowal podwielokrotng cze$¢ roztworu metanolowego (np. 20 pl) otrzymanego w sposéb okreslony w pkt
5.4 1 wymywac faza ruchoma (pkt 3.9). Obliczy¢ $rednig wysoko$¢ (powierzchnie) piku kilku kolejnych dozo-
wan tego samego roztworu probki i srednie wysokosci (powierzchnie) pikow kilku dozowan roztworéw kalibra-
cyjnych (pkt 5.6.2).

Warunki HPLC

Ponizsze parametry podano jako przykladowe; inne parametry moga by¢ zastosowane, o ile gwarantujg otrzy-
manie réwnowaznych wynikow.

Kolumna do chromatografii cieczowej (pkt 250 mm x 4 mm, Cy5, wypelnienie 5 lub 10 pm, lub
4.5.1): réwnowazne

Faza ruchoma (pkt 3.9): mieszanina metanolu (pkt 3.3) i wody np. 980 + 20 (v +v)
Predko$¢ przeplywu: 1-2 ml/min

Detektor (pkt 4.5.2): detektor UV (325 nm) lub detektor fluorescencyjny

(wzbudzenie: 325 nm/emisja: 475 nm)

5.6. Kalibracja

5.6.1. Przygotowanie roboczych roztworéw wzorcowych

Pobraé pipeta 20 ml podstawowego roztworu octanowej witaminy A (pkt 3.11.1) lub 20 ml podstawowego roz-
tworu palmitynianowej witaminy A (pkt 3.12.1) do kolby plaskodennej lub stozkowej o pojemnosci 500 ml
(pkt 4.2.1) i hydrolizowaé w sposdb okreslony w pkt 5.2, lecz bez dodawania BHT. Nastepnie ekstrahowac ete-
rem naftowym (pkt 3.2) w sposob okreslony w pkt 5.3 i uzupelni¢ do objetosci 500 ml eterem naftowym (pkt
3.2). Odparowaé prawie do sucha 100 ml tego ekstraktu na wyparce rotacyjnej (zob. pkt 5.4), usuna¢ pozostaty
rozpuszczalnik strumieniem azotu (pkt 3.10) i ponownie rozpusci¢ pozostatos¢ w 10,0 ml metanolu (pkt 3.3).
Stezenie nominalne tego roztworu wynosi 560 IU witaminy A w 1 ml. Nalezy oznaczy¢ dokladng zawarto$¢
w sposdb okreslony w pkt 5.6.3.3. Roboczy roztwér wzorcowy przygotowuje si¢ bezposrednio przed uzyciem.

Przenie$¢ pipeta 2,0 ml tego roboczego roztworu wzorcowego do kolby miarowej o pojemnosci 20 ml, uzupel-
ni¢ metanolem (pkt 3.3) do pelnej objetosci kolby i zmiesza¢. Nominalne stezenie tego rozcienczonego robo-
czego roztworu wzorcowego wynosi 56 IU witaminy A na 1 ml.

5.6.2. Przygotowanie roztwordw kalibracyjnych i krzywej kalibracyjnej

Przenie$¢ 1,0, 2,0, 5,0 i 10,0 ml rozcieficzonego roboczego roztworu wzorcowego do kolb miarowych o pojem-
nosci 20 ml, uzupeni¢ do pelnej objetosci kolb metanolem (pkt 3.3) i zmiesza¢. Nominalne stezenia tych roz-
tworéw wynosza 2,8, 5,6, 14,0 i 28,0 IU witaminy A na 1 ml.

Zadozowa¢ kilka razy 20 ul kazdego roztworu kalibracyjnego i okresli¢ Srednie wysokosci (powierzchnie)
pikéw. Wykorzystujac $rednie wysokosci (powierzchnie) pikéw, wykresli¢ krzywa kalibracyjna, uwzgledniajac
wyniki kontroli UV (pkt 5.6.3.3).
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5.6.3.

5.6.3.1.

5.6.3.2.

5.6.3.3.

Standaryzacja UV roztwordw wzorcowych

Roztwor podstawowy octanowej witaminy A

Pobra¢ pipetg 2,0 ml roztworu podstawowego octanowej witaminy A (pkt 3.11.1) do kolby miarowej o pojem-
nosci 50 ml (pkt 4.2.2) i uzupehic¢ do pelnej objetosci kolby 2-propanolem (pkt 3.8). Stezenie nominalne tego
roztworu wynosi 56 IU witaminy A w 1 ml. Pobraé pipeta 3,0 ml tego rozcieficzonego roztworu octanowej
witaminy A do kolby miarowej o pojemnosci 25 ml i uzupelni¢ do pelnej objetosci kolby 2-propanolem (pkt
3.8). Stezenie nominalne tego roztworu wynosi 6,72 IU witaminy A w 1 ml. Zmierzy¢ spektrum UV tego roz-
tworu wzgledem 2-propanolu (pkt 3.8) w spektrofotometrze (pkt 4.6) pomiedzy 300 nm a 400 nm. Maksimum
ekstynkcji musi znajdowac sie pomiedzy 325 nma 327 nm.

Obliczenie zawartosci witaminy A:
IU witaminy A/ml = E,y x 19,0
(Er* dla octanowej witaminy A = 1530 przy 326 nm w 2 — propanolu)

Roztwor podstawowy palmitynianowej witaminy A

Pobra¢ pipetg 2,0 ml roztworu podstawowego palmitynianowej witaminy A (pkt 3.12.1) do kolby miarowe;j
o pojemnosci 50 ml (pkt 4.2.2) i uzupelni¢ do pelnej objetosci kolby 2-propanolem (pkt 3.8). Stezenie nomi-
nalne tego roztworu wynosi 56 IU witaminy A w 1 ml. Pobra¢ pipetg 3,0 ml tego rozcieficzonego roztworu pal-
mitynianowej witaminy A do kolby miarowej o pojemnosci 25 ml i uzupeli¢ do pelnej objetosci kolby 2-pro-
panolem (pkt 3.8). Stezenie nominalne tego roztworu wynosi 6,72 IU witaminy A w 1 ml. Zmierzy¢ spektrum
UV tego roztworu wzgledem 2-propanolu (pkt 3.8) w spektrofotometrze (pkt 4.6) pomiedzy 300 nm
a 400 nm. Maksimum ekstynkcji musi znajdowa¢ si¢ pomiedzy 325 nm a 327 nm.

Obliczenie zawartosci witaminy A:
IU witaminy A/ml = E,y x 19,0
(Ei” dla palmitynianowej witaminy A = 957 przy 326 nm w 2 — propanolu)

Roboczy roztwér wzorcowy witaminy A

Pobra¢ pipeta 3,0 ml nierozcieficzonego roboczego roztworu wzorcowego witaminy A, przygotowanego w spo-
sob okreslony w pkt 5.6.1, do kolby miarowej o pojemnosci 50 ml (pkt 4.2.2) i uzupehni¢ 2-propanolem (pkt
3.8) do pelnej objetosci kolby. Pobraé pipeta 5,0 ml tego roztworu do kolby miarowej o pojemnosci 25 ml i uzu-
pehi¢ do pelnej objetosci kolby 2-propanolem (pkt 3.8). Stezenie nominalne tego roztworu wynosi 6,72 IU
witaminy A w 1 ml. Zmierzy¢ spektrum UV tego roztworu wzgledem 2-propanolu (pkt 3.8) w spektrofotome-
trze (pkt 4.6) pomiedzy 300 nm a 400 nm. Maksimum ekstynkcji musi znajdowac si¢ pomiedzy 325 nm
a 327 nm.

Obliczenie zawartosci witaminy A:
IU witaminy A/ml = E,,; x 18,30
(Ei* dla alkoholowej formy witaminy A = 1 821 przy 325 nm w 2 — propanolu)

Obliczanie wynikow

Na podstawie Sredniej wysokosci (powierzchni) pikow witaminy A roztworu prébki okresli¢ stezenie roztworu
probki w IU/ml, odnoszac si¢ do krzywej kalibracyjnej (pkt 5.6.2).

Zawarto$¢ witaminy A w [U/kg prébki oblicza si¢ wedtug nastepujacego wzoru:

500 X ¢ X Vg x 1000
= Cvl—fm [TU/kg]
gdzie:
c= stezenie w [U/ml witaminy A w roztworze prébki (pkt 5.4)
vV, = objeto$¢ w ml roztworu probki (pkt 5.4)
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7.1.

7.2.

7.3.

7.4.

7.5.

7.6.

7.7.

7.8.

7.9.

V,= objetos¢ w ml pobranej podwielokrotnej czgdci, o ktorej mowa w pkt 5.4
m = masa nawazki w g
Objasnienia

W przypadku prébek o niskim stezeniu witaminy A jest wskazane polaczenie ekstraktéw eteru naftowego
dwoch zmydlanych nawazek (o masie 25 g kazda) w jeden roztwor probki przeznaczony do oznaczania HPLC.

Prébka pobrana do analizy nie moze zawieraé wigcej niz 2 g thuszczu.
Jezeli nie dochodzi do rozdzielenia faz, doda¢ okoto 10 ml etanolu (pkt 3.1), aby rozwarstwi¢ emulsje.

W przypadku oleju z watroby dorsza i innych czystych tluszczéw czas zmydlania nalezy przedluzyé do
45-60 minut.

Zamiast BHT moze by¢ uzyty hydrochinon.

Przy zastosowaniu kolumny do chromatografii w normalnym ukladzie faz mozliwe jest oddzielenie izomerow
retinolu. W tym wypadku do obliczefi sumuje si¢ jednak wysokosci (powierzchnie) pikow wszystkich izomerdéw
trans i cis.

Zamiast roztworu askorbinianu sodu mozna zastosowac okoto 150 mg kwasu askorbinowego.
Zamiast roztworu siarczku sodu mozna zastosowac okoto 50 mg EDTA.

W przypadku analizy witaminy A w preparatach mlekozastgpczych nalezy zwrdcié szczeg6lng uwage na:

— zmydlanie (pkt 5.2): ze wzgledu na zawarto$¢ thuszczu w prébee konieczne moze by¢ zwigkszenie ilosci roz-
tworu wodorotlenku potasu (pkt 3.4),

— ekstrakgcje (pkt 5.3): ze wzgledu na obecno$¢ emulsji konieczne moze by¢ dostosowanie proporcji wody i eta-
nolu wynoszacej 2:1.

Aby sprawdzié, czy zastosowana metoda analizy daje wiarygodne wyniki w odniesieniu do tej konkretnej
matrycy (preparat mlekozastepczy), na dodatkowej nawazce nalezy przeprowadzi¢ test odzysku. Jezeli stopien
odzysku jest nizszy niz 80 %, wyniki analizy nalezy skorygowac o odzysk.

Powtarzalnos¢

Roéznica pomigdzy wynikami dwdch réwnoleglych oznaczen wykonanych dla tej samej prébki nie moze prze-

kracza¢ 15 % wzgledem wyzszego wyniku.

Wyniki poréwnania mi¢dzylaboratoryjnego (%)

. Pasza Mieszanka . .
Premiks 2 premiksem rg;lsz;\iv;a Pasza biatkowa Pasza dla prosiat
L 13 12 13 12 13
n 48 45 47 46 49
$rednia [IU[kg] 17,02 x 106 1,21 x 106 537100 151 800 18070
sr [IU[kg] 0,51 x 106 0,039 x 106 22080 12280 682
r [IU/kg] 1,43 x 106 0,109 x 106 61824 34 384 1910
CVr [%] 3,0 3,5 4,1 81 3,8
sR [1U/kg] 1,36 x 106 0,069 x 106 46 300 23060 3614
R [IU/kg] 3,81 x 106 0,193 x 106 129 640 64568 10119

(%) Przeprowadzone przez grupe¢ roboczg ds. pasz Verband Deutscher Landwirtschaftlicher Untersuchungs- und Forschungsanstalten

(VDLUFA).
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B. OZNACZANIE WITAMINY E
Witamina E ma by¢ oznaczana z wykorzystaniem:

— metody analizy przewidzianej w normie EN 17547 Pasze: Metody pobierania prébek i analiz — Ozna-
czanie zawarto$ci witaminy A, E i D (}) — Metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej z oczy-
szczaniem (HPLC) za pomoca ekstrakgji do fazy stalej (SPE) lub

— za pomoca wysokosprawnej chromatografii cieczowej w odwréconym ukladzie faz (RP-HPLC) z zasto-
sowaniem detektora UV lub fluorescencyjnego, jak opisano w pkt 1-9 ponizej.

1. Cel i zakres stosowania metody

Metoda stuzy do oznaczania zawarto$ci witaminy E w paszy. Zawarto$¢ 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. Granica oznaczalnoci jest osiggalna jedynie przy
pomocy detektora fluorescencyjnego. W przypadku detektora UV granica oznaczalnosci wynosi 10 mg/kg.

2. Sposéb przeprowadzenia metody

Prébka jest hydrolizowana etanolowym roztworem wodorotlenku potasu, a witamina E jest ekstrahowana ete-
rem naftowym. Rozpuszczalnik jest usuwany przez odparowanie, a pozostalo$¢ rozpuszczana w metanolu i,
w razie koniecznosci, rozcieficzana do wymaganego stezenia. Zawarto$¢ witaminy E jest oznaczana metodg
wysokosprawnej chromatografii cieczowej w odwréconym ukladzie faz (RP-HPLC) z zastosowaniem detektora
UV lub detektora fluorescencyjnego.

3. Odczynniki

3.1. Etanol, 6 = 96 %

3.2. Eter naftowy, zakres temperatur wrzenia 40-60 °C

3.3. Metanol

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

3.5. Roztwor askorbinianu sodu, ¢ = 10 g/100 ml (zob. objasnienia pkt 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/l (dla x = 9) (zob. objasnienia pkt 7.8)
3.7. Roztwor fenoloftaleiny, ¢ = 2 g/100 ml w etanolu (pkt 3.1)

3.8. Faza ruchoma do HPLC: mieszanina metanolu (pkt 3.3) i wody, np. 980 + 20 (v + v). Dokladny wspétczynnik
jest okreslony przez charakterystyke stosowanej kolumny.

3.9. Azot wolny od tlenu
3.10. Octan DL-a-tokoferolu ekstra czysty, o certyfikowanej aktywnosci

3.10.1.  Roztwdr podstawowy octanu DL-a-tokoferolu: odwazy¢, z dokladnoscig do 0,1 mg, 100 mg octanu DL-a-toko-
ferolu (pkt 3.10) do kolby miarowej o pojemnosci 100 ml. Rozpusci¢ w etanolu (pkt 3.1) i uzupelni¢ do pelnej
objetosci kolby tym samym rozpuszczalnikiem. 1 ml tego roztworu zawiera 1 mg octanu DL-a-tokoferolu (kon-
trola UV — zob. pkt 5.6.1.3; stabilizacja — zob. obja$nienia pkt 7.4).

() Metoda analizy przewidziana w normie EN 17547 jest okreslana jako metoda alternatywna stosowana do celéw urzedowej kontroli
oznaczania witamin A i E zamiast metody opisanej dla oznaczania witaminy A w czeSci A niniejszego zalgcznika oraz witaminy
E w czesci B niniejszego zalgcznika.
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3.11. DL-a-tokoferol ekstra czysty, o certyfikowanej aktywnosci

3.11.1.  Roztwoér podstawowy DL-a-tokoferolu: odwazy¢, z dokladnoscig do 0,1 mg, 100 mg DL-a-tokoferolu (pkt 3.11)
do kolby miarowej o pojemnosci 100 ml. Rozpusci¢ w etanolu (pkt 3.1) i uzupelni¢ do pelnej objetosci kolby
tym samym rozpuszczalnikiem. 1 ml tego roztworu zawiera 1 mg DL-a-tokoferolu (kontrola UV — zob. pkt
5.6.2.3; stabilizacja — zob. objasnienia pkt 7.4).

3.12. 2,6-di-tert-butylo-4-metylofenol (BHT) (zob. objasnienia pkt 7.5)

4. Aparatura i sprzet

4.1. Obrotowa wyparka warstwowa

4.2. Szklo laboratoryjne oranzowe

4.2.1. Kolby plaskodenne lub stozkowe o pojemnosci 500 ml, ze szlifem szklanym wewnetrznym

4.2.2. Kolby miarowe o waskich szyjkach o pojemnosciach 10, 25, 100 i 500 ml, ze szlifowanymi korkami szklanymi

4.2.3. Rozdzielacze stozkowe o pojemnosci 1 000 ml, ze szlifowanymi korkami szklanymi

4.2.4. Kolby gruszkowe o pojemnosci 250 ml, ze szlifem szklanym wewnetrznym

4.3. Chlodnica kulkowa o dtugosci plaszcza 300 mm, ze szlifem szklanym, z nasadkg do podlaczenia gazu
4.4. Saczek karbowany do rozdzielania faz o $rednicy 185 mm (np. Schleicher & Schuell 597 HY 1/2)

4.5. Wyposazenie HPLC z systemem dozowania

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

4.5.2. Detektor UV lub fluorescencyjny, z regulacja dtugosci fali

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

4.7. Laznia wodna z mieszadlem magnetycznym

4.8. Aparat ekstrakcyjny (zob. rys. 1) zawierajacy:

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

4.8.2. Nasadke szklana ze szlifem z ramieniem i ruchomg nastawng rurkg przesuwajacg si¢ przez $rodek nasadki.

Nastawna rurka musi mie¢ zakoniczenie w ksztalcie litery U na dole i ujScie na gbrze, tak aby gérna warstwa cie-
czy w cylindrze mogla by¢ przeniesiona do rozdzielacza.

5. Sposéb postepowania

Uwaga: ~ Witamina E jest wrazliwa na $wiatlo (UV) i utlenianie. Wszystkie czynnosci nalezy przeprowadzaé
bez dostepu $wiatla (z zastosowaniem szkla oranzowego lub szkla zabezpieczonego folig alumi-
niowa) i bez dostepu tlenu (ptukanie strumieniem azotu). Podczas ekstrakcji powietrze znad cieczy
nalezy zastapi¢ azotem (zapobiega¢ zbyt wysokiemu ci$nieniu, zwalniajac od czasu do czasu korek).

5.1. Przygotowanie prdbki

Zmieli¢ prébke, tak aby przesiewala si¢ przez oczka sita o Srednicy 1 mm, uwazajac, aby podczas mielenia nie
wydzielalo si¢ ciepto. Mielenie musi by¢ przeprowadzone tuz przed wazeniem i zmydlaniem, gdyz w przeciw-
nym razie mogg wystapic straty witaminy E.
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5.2. Zmydlanie

W zaleznosci od zawartosci witaminy E odwazy¢, z dokladnoscig do 0,01 g, od 2 do 25 g probki do kolby plas-
kodennej lub stozkowej o pojemnosci 500 ml (pkt 4.2.1). Dodaé kolejno, mieszajac, 130 ml etanolu (pkt 3.1),
okolo 100 mg BHT (pkt 3.12), 2 ml roztworu askorbinianu sodu (pkt 3.5) i 2 ml roztworu siarczku sodu (pkt
3.6). Zalozy¢ chlodnicg (pkt 4.3) na kolbe i umiesci¢ kolbe na tazni wodnej z mieszadtem magnetycznym (pkt
4.7). Ogrza¢ do wrzenia i skrapla¢ przez 5 minut. Nastepnie doda¢ 25 ml roztworu wodorotlenku potasu (pkt
3.4) przez chlodnice (pkt 4.3) i skraplaé przez 25 minut, mieszajagc w trakcie powolnego przeplywu strumienia
azotu. Nastepnie sptukaé chtodnice okoto 20 ml wody i schlodzi¢ zawartos¢ kolby do temperatury pokojowe;.

5.3. Ekstrakcja

Przenie$¢ ilosciowo, dekantujac, zmydlony roztwor, sptukujac 250 ml wody, do rozdzielacza o pojemnosci
1000 ml (pkt 4.2.3) lub do aparatu ekstrakcyjnego (pkt 4.8). Sptukaé kolbe po zmydlaniu kolejno 25 ml etanolu
(pkt 3.1) 1 100 ml eteru naftowego (pkt 3.2) i przenie$¢ popluczyny do rozdzielacza lub do aparatu ekstrakcyj
nego. Proporcja wody i etanolu w fgczonych roztworach musi wynosi¢ okoto 2:1. Wstrzgsaé energicznie przez
dwie minuty i pozostawi¢ na dwie minuty.

5.3.1. Ekstrakcja przy uzyciu rozdzielacza (pkt 4.2.3)

Po rozdzieleniu warstw (zob. obja$nienia pkt 7.3) przenie$¢ warstwe eteru naftowego do innego rozdzielacza
(pkt 4.2.3). Powtérzy¢ ekstrakcje dwukrotnie z uzyciem 100 ml eteru naftowego (pkt 3.2) i dwukrotnie z uzy-
ciem 50 ml eteru naftowego (pkt 3.2).

Przemy¢ dwukrotnie polaczone ekstrakty w rozdzielaczu 100 ml porcjami wody, ostroznie mieszajac, aby zapo-
biec powstawaniu emulsji, a nastgpnie, wielokrotnie wstrzasajac, powtérzy¢ przemywanie kolejnymi 100 ml
porcjami wody, az woda pozostanie bezbarwna po dodaniu roztworu fenoloftaleiny (pkt 3.7) (wystarczy zwykle
czterokrotne przemycie). Aby usung¢ suspensje¢ wodna, filtrowaé przemyty ekstrakt przez suchy karbowany filtr
do rozdzielania faz (pkt 4.4) do kolby miarowej o pojemnosci 500 ml (pkt 4.2.2). Sptukad rozdzielacz i filtr przy
uzyciu 50 ml eteru naftowego (pkt 3.2), uzupehic¢ do pelnej objetosci kolby eterem naftowym (pkt 3.2) i dobrze
zmieszac.

53.2. Ekstrakcja przy uzyciu aparatu ekstrakcyjnego (pkt 4.8)

Gdy warstwy zostang rozdzielone (zob. obja$nienia pkt 7.3), zastapi¢ korek szklanego cylindra (pkt 4.8.1)
nasadkg ze szlifem (pkt 4.8.2) i ustawi nizszy koniec rurki w ksztalcie litery U tak, aby znajdowal si¢ tuz
ponad granicg rozdziatu faz. Przez aplikacje ci$nienia azotu doplywajacego przez ramie nasadki przenies¢ eter
naftowy z gérnej warstwy do rozdzielacza o pojemnosci 1 000 ml (pkt 4.2.3). Do szklanego cylindra dodaé
100 ml eteru naftowego (pkt 3.2), zamkna¢ i dobrze wstrzasna¢. Pozostawi¢ do rozdzielenia si¢ faz i przeniesé
gbrng warstwe do rozdzielacza w sposéb opisany powyzej. Powtdrzy¢ postgpowanie ekstrakcyjne, stosujac
kolejna porcje 100 ml eteru naftowego (pkt 3.2), a nastepnie stosujac dwukrotnie porcje 50 ml eteru naftowego
(pkt 3.2), 1 dodaé warstwy eteru naftowego do rozdzielacza.

Przemy¢ polaczone ekstrakty eteru naftowego w sposob okreslony w pkt 5.3.1 i postepowaé w sposéb tam
okreslony.

5.4. Przygotowanie roztworu prébki do HPLC

Pobra¢ pipetg podwielokrotna czg$é roztworu eteru naftowego (z pkt 5.3.1 lub 5.3.2) do kolby gruszkowe;j
o pojemnoéci 250 ml (pkt 4.2.4). Odparowaé rozpuszczalnik prawie do sucha na wyparce rotacyjnej (pkt 4.1)
przy obnizonym ci$nieniu w temperaturze fazni nie wyzszej niz 40 °C. Przywréci¢ ciSnienie atmosferyczne
przez wpuszczenie azotu (pkt 3.9) i zdja¢ kolbe z wyparki rotacyjnej. Usungé pozostaly rozpuszczalnik strumie-
niem azotu (pkt 3.9) i szybko rozpusci¢ pozostalo$¢ w znanej objetosci (10-100 ml) metanolu (pkt 3.3) (steze-
nie DL-a-tokoferolu musi wynosi¢ od 5 do 30 pg/ml).

5.5. Oznaczanie HPLC

Witamina E jest rozdzielana na kolumnie w odwréconym ukladzie faz C, 5 (pkt 4.5.1), a stezenie jest mierzone
z uzyciem detektora fluorescencyjnego (wzbudzenie: 295 nm; emisja: 330 nm) lub detektora UV (292 nm) (pkt
4.5.).
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5.6.

5.6.1.

5.6.1.1.

5.6.1.2.

5.6.1.3.

5.6.2.

5.6.2.1.

Zadozowaé podwielokrotna czgs¢ roztworu metanolowego (np. 20 pl) otrzymanego w sposéb okreslony w pkt
5.4 i wymywac fazg ruchoma (pkt 3.8). Obliczy¢ $rednie wysokosci (powierzchnie) pikéw kilku kolejnych dozo-
wan tego samego roztworu probki i srednie wysokosci (powierzchnie) pikow kilku dozowan roztworéw kalibra-
cyjnych (pkt 5.6.2).

Warunki HPLC

Ponizsze parametry podano jako przykladowe; inne parametry mogg by¢ zastosowane, o ile gwarantuja otrzy-
manie réwnowaznych wynikow.

Kolumna do chromatografii cieczowej (pkt 250 mm x 4 mm, C;5, wypelnienie 5 lub 10 pm, lub
4.5.1): rébwnowazna

Faza ruchoma (pkt 3.8): mieszanina metanolu (pkt 3.3) i wody np. 980 + 20 (v + v)
Predkos¢ przeplywu: 1-2 ml/min

Detektor (pkt 4.5.2): detektor fluorescencyjny (wzbudzenie: 295 nm/ emisja:

330 nm) lub detektor UV (292nm)

Kalibracja (octan DL-a-tokoferolu lub DL-a-tokoferol)
Wzorzec octanu DL-a-tokoferolu

Przygotowanie roboczego roztworu wzorcowego

Pobra¢ pipetg 25 ml roztworu podstawowego octanu DL-a-tokoferolu (pkt 3.10.1) do kolby plaskodennej lub
stozkowej o pojemnosci 500 ml (pkt 4.2.1) i hydrolizowaé w sposéb okre§lony w pkt 5.2. Nastepnie ekstraho-
wac eterem naftowym (pkt 3.2) w sposéb okreslony w pkt 5.3 i uzupehic do pelnej objetosci kolby 500 ml ete-
rem naftowym. Odparowa¢ prawie do sucha 25 ml tego ekstraktu na wyparce rotacyjnej (zob. pkt 5.4), usungé
pozostaly rozpuszczalnik strumieniem azotu (pkt 3.9) i ponownie rozpusci¢ pozostatos¢ w 25,0 ml metanolu
(pkt 3.3). Stezenie nominalne tego roztworu wynosi 45,5 pg DL-a-tokoferolu na ml, co odpowiada 50 g octanu
DL-a-tokoferolu na ml. Roboczy roztwdr wzorcowy przygotowuje si¢ bezposrednio przed uzyciem.

Przygotowanie roztwordw kalibracyjnych i krzywej kalibracyjnej

Przenie$¢ 1,0, 2,0, 4,0 i 10,0 ml roboczego roztworu wzorcowego do kolb miarowych o pojemnosci 20 ml,
uzupelni¢ do pelnej objetosci kolb metanolem (pkt 3.3) i zmieszaé. Stezenia nominalne tych roztwordéw wyno-
sz3 odpowiednio 2,5, 5,0, 10,0 i 25,0 pg/ml octanu DL-a-tokoferolu, co odpowiada stgzeniom 2,28, 4,55, 9,10
i 22,8 pg/ml DL-a-tokoferolu.

Zadozowa¢ kilka razy 20 ul kazdego roztworu kalibracyjnego i okresli¢ Srednie wysokosci (powierzchnie)
pikéw. Wykorzystujac Srednie wysokosci (powierzchnie) pikow, wykresli¢ krzywg kalibracyjna.
Standaryzacja UV roztworu podstawowego octanu DL-a-tokoferolu (pkt 3.10.1)

Rozcieficzy¢ 5,0 ml roztworu podstawowego octanu DL-a-tokoferolu (pkt 3.10.1) do 25,0 ml etanolem i zmie-
rzy¢ spektrum UV tego roztworu wzgledem etanolu (pkt 3.1) w spektrofotometrze (pkt 4.6) pomiedzy 250
i320 nm.

Maksimum absorpcji musi wystapi¢ przy 284 nm:

E!* = 43,6 przy 284 nm w etanolu

1cm

Przy tym rozcieficzeniu warto$¢ ekstynkcji musi wynosi¢ od 0,84 do 0,88.
Wzorzec DL-a-tokoferolu

Przygotowanie roboczego roztworu wzorcowego

Pobra¢ pipetg 2 ml roztworu podstawowego DL-a-tokoferolu (pkt 3.11.1) do kolby miarowej o pojemnosci
50 ml, rozpusci¢ w metanolu (pkt 3.3) i uzupei¢ do pelnej objetosci kolby metanolem. Stezenie nominalne
tego roztworu wynosi 40 pg DL-a-tokoferolu na ml, co odpowiada 44,0 pg octanu DL-a-tokoferolu na ml.
Roboczy roztwér wzorcowy przygotowuje sie bezposrednio przed uzyciem.
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5.6.2.2.

5.6.2.3.

7.1.

7.2.

7.3.

7.4.

7.5.

7.6.

Przygotowanie roztwordw kalibracyjnych i krzywej kalibracyjnej

Przenie$¢ 1,0, 2,0, 4,0 i 10,0 ml roboczego roztworu wzorcowego do kolb miarowych o pojemnosci 20 ml,
uzupehi¢ do pelnej objetosci kolb metanolem (pkt 3.3) i zmieszal. Stezenia nominalne tych roztworéw wyno-
sza odpowiednio 2,0, 4,0, 8,0 i 20,0 pg/ml DL-a-tokoferolu, co odpowiada stezeniom 2,20, 4,40, 8,79
i 22,0 pg/ml octanu DL-a-tokoferolu.

Zadozowa¢ kilka razy 20 ul kazdego roztworu kalibracyjnego i okresli¢ $rednie wysokosci (powierzchnie)
pikéw. Wykorzystujac $rednie wysokosci (powierzchnie) pikow, wykresli¢ krzywa kalibracyjna.

Standaryzacja UV roztworu podstawowego DL-a-tokoferolu (pkt 3.11.1)

Rozcienczy¢ 2,0 ml roztworu podstawowego DL-a-tokoferolu (pkt 3.11.1) do 25,0 ml etanolem i zmierzy¢

spektrum UV tego roztworu wzgledem etanolu (pkt 3.1) w spektrofotometrze (pkt 4.6) pomiedzy 250
i 320 nm. Maksimum absorpcji musi wystapi¢ przy 292 nm:

E!" = 75,8 przy 292 nm w etanolu

1cm

Przy tym rozcieficzeniu warto$¢ ekstynkcji musi wynosic 0,6.

Obliczanie wynikow

Na podstawie $redniej wysokosci (powierzchni) pikéw witaminy E roztworu prébki okresli¢ stezenie roztworu
probki w pg/ml (obliczone jako octan DL-a-tokoferolu), odnoszgc si¢ do krzywej kalibracyjnej (pkt 5.6.1.2 lub
5.6.2.2).

Zawarto$¢ witaminy E w mg/kg probki oblicza si¢ wedlug nastepujacego wzoru:

500 % ¢ X V
= vm - [mg/kg]
gdzie:
c= stezenie w pg/ml witaminy E (jako octan DL-a-tokoferolu) w roztworze prébki (pkt 5.4)
vV, = objeto$¢ w ml roztworu prébki (pkt 5.4)
v, = objeto$¢ w ml pobranej podwielokrotnej czesci, o ktérej mowa w pkt 5.4
m= masa nawazki w g
Objasnienia

W przypadku prébek o niskim stezeniu witaminy E wskazane jest polaczenie ekstraktéw eteru naftowego
dwoch zmydlonych nawazek (o masie 25 g kazda) w jeden roztwér probki przeznaczony do oznaczania HPLC.

Prébka pobrana do analizy nie moze zawieraé wigcej niz 2 g thuszczu.

Jezeli nie dochodzi do rozdzielenia faz, doda¢ okoto 10 ml etanolu (pkt 3.1), aby rozwarstwi¢ emulsje.

Po pomiarze spektrofotometrycznym roztworu octanu DL-a-tokoferolu lub DL-a-tokoferolu, wykonanym
odpowiednio w sposéb okreslony w pkt 5.6.1.3 lub 5.6.2.3, doda¢ okoto 10 mg BHT (pkt 3.12) do roztworu
(pkt 3.10.1 lub 3.10.2) i roztwor przechowywaé w lodéwce (nie dtuzej niz przez 4 tygodnie).

Zamiast BHT moze by¢ uzyty hydrochinon.

Przy zastosowaniu kolumny do chromatografii w normalnym ukladzie faz mozliwe jest oddzielenie a-, p-, y-
i 8-tokoferolu.
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7.7. Zamiast roztworu askorbinianu sodu mozna zastosowaé okoto 150 mg kwasu askorbinowego.
7.8. Zamiast roztworu siarczku sodu mozna zastosowa¢ okoto 50 mg EDTA.
7,9 Octanowa witamina E ulega bardzo szybkiej hydrolizie w warunkach zasadowych i dlatego jest ona wrazliwa na

utlenianie, szczeg6lnie w obecnosci takich pierwiastkéw Sladowych jak zelazo lub miedz. W przypadku ozna-
czania witaminy E w premiksach na poziomach wyzszych niz 5 000 mg/kg konsekwencja moze by¢ degradacja
witaminy E. Dlatego tez do celéw potwierdzenia zaleca si¢ metode HPLC obejmujaca rozklad enzymatyczny
witaminy E bez zmydlania zasada.

8. Powtarzalno$¢

Réznica pomigedzy wynikami dwéch réwnoleglych oznaczen wykonanych dla tej samej probki nie moze prze-
kracza¢ 15 % wzgledem wyzszego wyniku.

9. Wyniki poréwnania mi¢dzylaboratoryjnego (%)
. Pasza Mieszanka . .
Premiks 2 promgisenn pasaowa Pasza biatkowa | Pasza dla prosigt
L 12 12 12 12 12
n 48 48 48 48 48
$rednia [mg/kg] 17 380 1187 926 315 61,3
st [mg/kg] 384 45,3 25,2 13,0 2,3
r [mg/kg] 1075 1268 70,6 36,4 6,4
CVr [%] 2,2 3,8 2,7 41 3,8
sR [mg/ke] 830 65,0 55,5 18,9 7,8
R [mg/kg] 2324 182,0 155,4 52,9 21,8
CVR [%] 48 5,5 6,0 6,0 12,7
L: liczba laboratoriéw
n: liczba pojedynczych wartosci
Se: odchylenie standardowe powtarzalnosci
Sk odchylenie standardowe odtwarzalnosci
I: powtarzalnos¢
R: odtwarzalnos¢
CVe: wspolczynnik zmiennosci powtarzalnosci
CVg: wsp6lczynnik zmiennosci odtwarzalnosci

(*) Przeprowadzone przez grup¢ roboczg ds. pasz Verband Deutscher Landwirtschaftlicher Untersuchungs- und Forschungsanstalten

(VDLUFA).
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Rysunek 2

Aparatu ekstrakcyjnego (pkt 4.8)

N

Nasadka szklana (4.8.2)
(diugosc ok. 45 cm)

Szklany cylinder (4.8.1)
(wysokosé ok. 48 cm)

L

-s&—— Ruchoma rurka

Warstwa eteru La

naftowego

Warsiwa wodna
+

zmydlona pasza
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3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

C) OZNACZANIE PIERWIASTKOW SLADOWYCH: ZELAZA, MIEDZI, MANGANU I CYNKU
Zawarto§¢ Zelaza, miedzi, manganu i cynku ma by¢ oznaczana z wykorzystaniem:

— metody analizy przewidzianej w normie EN 15510 Pasze: Metody pobierania probek i analiz — Ozna-
czanie wapnia, sodu, fosforu, magnezu, potasu, Zelaza, cynku, miedzi, manganu, kobaltu, molibdenu
i olowiu z zastosowaniem ICP-AES lub

— metody analizy przewidzianej w normie EN 15621 Pasze: Metody pobierania prébek i analiz — Ozna-
czanie wapnia, sodu, fosforu, magnezu, potasu, siarki, zelaza, cynku, miedzi, manganu i kobaltu po
mineralizacji ci$nieniowej metodg ICP-AES, lub

— metody analizy przewidzianej w normie EN 17053 Pasze: Metody pobierania prébek i analiz — Ozna-
czanie pierwiastkéw $ladowych, metali cigzkich i innych pierwiastkéw w paszy metoda ICP-MS
(metoda wielopierwiastkowa), lub

— metody analizy przewidzianej w normie EN ISO 6869 Pasze: Oznaczanie zawarto$ci wapnia, miedzi,
zelaza, magnezu, manganu, potasu, sodu i cynku. Metoda absorpcyjnej spektrometrii atomowej, lub

— metody atomowej spektrometrii absorpcyjnej z atomizacjg w ptomieniu (FAAS), jak opisano w pkt 1-8
ponizej.
Cel i zakres stosowania metody

Metoda stuzy do oznaczania zawartoéci pierwiastkéw Sladowych: zelaza, miedzi, manganu i cynku w paszy ().
Dolne granice oznaczalnosci metody wynoszg dla:

— zelaza (Fe): 20 mg/kg,

— miedzi (Cu): 10 mg/kg,
— manganu (Mn): 20 mg/kg,
— cynku (Zn): 20 mg/kg,

Sposéb przeprowadzenia metody

Prébke wprowadza si¢ do roztworu kwasu chlorowodorowego po zniszczeniu ewentualnej substancji organicz-
nej. Pierwiastki $ladowe: Zelazo, miedZ, mangan i cynk sa oznaczane, po odpowiednim rozcieficzeniu, z uzyciem
atomowej spektrometrii absorpcyjnej.

Odczynniki
Uwagi wstgpne

Do przygotowania odczynnikéw i roztwordw uzywanych w postepowaniu analitycznym stosuje si¢ wode wolna
od oznaczanych kation6éw, otrzymang w drodze podwdjnej destylacji w destylarce ze szkla borokrzemowego
lub kwarcowego lub w wyniku podwdjnego traktowania na zywicy jonowymienne;j.

Stosowaé odczynniki o czystosci co najmniej analitycznej. Nieobecno$¢ oznaczanych pierwiastkéw nalezy
sprawdzal poprzez probe $lepa. Odczynniki, jezeli to konieczne, poddaje si¢ oczyszczeniu przed zastosowa-
niem.

Zamiast przygotowania wzorcowych roztwordw opisanych ponizej dopuszcza si¢ stosowanie innych dostep-
nych w handlu wzorcowych roztworéw, pod warunkiem ze maja one gwarancje i zostaly sprawdzone przed
uzyciem.

Kwas chlorowodorowy (d:1,19 g/ml)
Kwas chlorowodorowy (6 mol/litr)
Kwas chlorowodorowy (0,5 mol/litr)

Kwas fluorowodorowy od 38 do 40 % (v/v), o zawartosci zelaza (Fe) nizszej niz 1 mg/l i pozostatoci po odparo-
waniu nizszej niz 10 mg (jako siarczanu)/l.

() Metoda ta zostala zwalidowana w drodze poréwnania migdzylaboratoryjnego obejmujgcego rézne matryce paszowe. Dodatkowe

informacje mozna znaleZ¢ na stronie https://ec.europa.eufjrc/en/eurl/feed-additives/authorisation.
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3.5. Kwas siarkowy (d: 1,84 g/ml)
3.6. Nadtlenek wodoru (okoto 100 objetosci tlenu (30 % w/w))
3.7. Roztwor wzorcowy zelaza (1 000 pg Fe/ml) przygotowany w nastepujacy sposob lub réwnowazny roztwor

dostepny w handlu: rozpusci¢ 1 g drutu zelaznego w 200 ml kwasu chlorowodorowego o stezeniu 6 mol/l (pkt
3.2), doda¢ 16 ml nadtlenku wodoru (pkt 3.6) i uzupekni¢ do objetosci 1 1 wodg.

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

3.8. Roztwoér wzorcowy miedzi (1 000 pg Cu/ml) przygotowany w nastepujacy sposéb lub réwnowazny roztwor
dostepny w handlu:

— rozpusci¢ 1 g sproszkowanej miedzi w 25 ml kwasu chlorowodorowego o stezeniu 6 mol/l (pkt 3.2), dodaé
5 ml nadtlenku wodoru (pkt 3.6) i uzupeli¢ do objetosci 1 1 woda.

3.8.1. Roboczy roztwér wzorcowy miedzi (10 pg Cu/ml) przygotowany przez rozcieficzenie roztworu wzorcowego
(pkt 3.8) woda w stosunku 1:9, a nastepnie przez rozcienczenie jednej czeici uzyskanego roztworu wodg sto-
sunku 1:9

3.9. Roztwor wzorcowy manganu (1 000 pg Mn/ml) przygotowany w nastepujacy sposéb lub réwnowazny roztwor
dostepny w handlu:

— rozpusci¢ 1 g sproszkowanego manganu w 25 ml kwasu chlorowodorowego o stezeniu 6 mol/l (pkt 3.2)
i uzupenic do objetosci 1 1 wodg.

3.9.1. Roboczy roztwoér wzorcowy manganu (10 pg Mn/ml) przygotowany przez rozcieficzenie roztworu wzorco-
wego (pkt 3.9) woda w stosunku 1:9, a nastepnie przez rozcienczenie jednej cze$ci uzyskanego roztworu woda
w stosunku 1:9

3.10. Roztwér wzorcowy cynku (1 000 pg Zn/ml) przygotowany w nastepujacy sposéb lub réwnowazny roztwér
dostepny w handlu:

— rozpusci¢ 1 g cynku w postaci paska lub listka w 25 ml kwasu chlorowodorowego o stezeniu 6 mol/l (pkt
3.2) i uzupelnié¢ do objgtosci 1 1 wodg.

3.10.1.  Roboczy roztwér wzorcowy cynku (10 pg Zn/ml) przygotowany przez rozcieficzenie roztworu wzorcowego
(pkt 3.10) woda w stosunku 1:9, a nastepnie przez rozcieficzenie jednej czesci uzyskanego roztworu wodg w sto-
sunku 1:9

3.11. Roztwor chlorku lantanu: rozpusci¢ 12 g tlenku lantanu w 150 ml wody, doda¢ 100 ml kwasu chlorowodoro-
wego o stezeniu 6 mol/l (pkt 3.2) i uzupelni¢ do objetosci 1 1 woda.

4. Aparatura i sprzet
4.1. Piec muflowy z regulacjg temperatury i w miare mozliwosci z rejestratorem
4.2. Naczynie szklane z odpornego borokrzemowego szkla; zalecane jest stosowanie sprzgtu przeznaczonego

wylacznie do oznaczania mikroelementow.

4.3. Spektrofotometr do pomiaru absorpcji atomowej o czutosci i precyzji w zakresie prezentowanej metody
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5. Sposéb postepowania (6)
5.1. Prébki zawierajgce substancje organiczng
5.1.1. Spopielanie i przygotowanie roztworu do analizy ()

5.1.1.1.  Odwazy¢, z dokladnosciag do 0,2 mg, od 5 do 10 g prébki i umiesci¢ w kwarcowym lub platynowym tyglu (zob.
uwaga b)), wysuszy¢ w suszarce w temperaturze 105 °C i wstawic tygiel do zimnego pieca muflowego (pkt 4.1).
Zamkna¢ piec, (zob. uwaga c)) i stopniowo podwyzsza¢ temperaturg do 450-475 °C w czasie okoto 90 minut.
Utrzymywac t¢ temperatur¢ od 4 do 16 godzin, np. przez noc, aby usuna¢ material zawierajacy wegiel, nastep-
nie otworzy¢ piec i pozostawi¢ do schtodzenia (zob. uwaga d)).

Zwilzy¢ spopielale pozostatosci wodg i przenie$¢ do zlewki o pojemnosci 250 ml. Przemy¢ tygiel z uzyciem
okolo 5 ml kwasu chlorowodorowego (pkt 3.1) i dodawaé kwas powoli i ostroznie do zlewki (moze zaj$¢ gwal-
towna reakcja w wyniku powstania CO,). Dodawaé kroplami kwas chlorowodorowy (pkt 3.1) mieszajac do
zaniku burzenia si¢ mieszaniny. Odparowac do sucha, od czasu do czasu mieszajac szklanym pretem.

Nastepnie doda¢ do pozostalosci 15 ml kwasu chlorowodorowego o stezeniu 6 mol/l (pkt 3.2), a nastepnie
okolo 120 ml wody. Zamiesza¢ szklanym pretem, ktéry nalezy pozostaé w zlewce, i przykry¢ zlewke szkietkiem
zegarkowym. Doprowadzi¢ ostroznie do wrzenia i pozostawi w tym stanie az do catkowitego rozpuszczenia
popiotu. Przefiltrowal przez saczek bezpopiolowy i zebrad filtrat w kolbie miarowej o pojemnosci 250 ml.
Splukad zlewke i filtr z uzyciem 5 ml goragcego kwasu chlorowodorowego o stezeniu 6 mol/l (pkt 3.2) i dwukrot-
nie wrzaca wodg. Uzupehic¢ kolbe miarowa do pelnej objetosci woda (stezenie HCI okoto 0,5 mol/l).

5.1.1.2.  Jezeli pozostalo$¢ na filtrze jest czarna (wegiel), wstawic z powrotem do pieca i ponownie spopielaé w tempera-
turze od 450 do 475 °C. Spopielanie, ktére wymaga jedynie kilku godzin (od trzech do pieciu), uwaza si¢ za
zakoriczone, gdy popiét ma barwe bialg lub bialawg. Rozpusci¢ pozostalosé w okoto 2 ml kwasu chlorowodoro-
wego (pkt 3.1), odparowac do sucha i doda¢ 5 ml kwasu chlorowodorowego o stezeniu 6 mol/l (pkt 3.2). Pod-
grzal, przefiltrowaé roztwor do kolby miarowej i uzupetnic¢ do pelnej objetosci kolby woda (stezenie HCl okoto
0,5 mol/l).

Uwagi:

a) Przy oznaczaniu pierwiastkéw $ladowych nalezy zwroci¢ szczegdlng uwage na ryzyko zanieczyszczenia,
zwlaszcza cynkiem, miedzig i zelazem. Dlatego sprzet stosowany podczas przygotowania probki nie moze
zawiera tych metali.

W celu zmniejszenia ogdlnego ryzyka zanieczyszczenia nalezy wykonywac oznaczenie w Srodowisku wol-
nym od kurzu, dokladnie czyszczac wyposazenie i myjac naczynia szklane. Zwlaszcza przy oznaczaniu
cynku wystepuje ryzyko zanieczyszczen, np. z naczynia szklanego, odczynnikéw, kurzu.

b) Masg prébki, ktéra ma by¢ spopielona, szacuje si¢ na podstawie przyblizonej zawartosci pierwiastka $lado-
wego w paszy, w stosunku do czulosci stosowanego spektrofotometru. W przypadku pasz ubogich w pierw-
iastki sladowe moze zaistnie¢ konieczno$¢ rozpoczecia oznaczania od odwazenia od 10 do 20 g prébki i spo-
rzadzenia roztworu o koiicowej objetosci 100 ml.

¢) Spopielanie nalezy przeprowadzaé w zamknigtym piecu bez dostepu powietrza lub tlenu.

d) Temperatura wedlug wskazan pirometru nie moze by¢ wyzsza niz 475 °C.

(®) Inne metody mineralizacji moga by¢ stosowane, pod warunkiem iz wykazano, ze zapewniajg podobne wyniki (np. mineralizacja cis-
nieniowo-mikrofalowa).

() Zielonki $wieze lub suszone mogg zawiera¢ duze ilo$ci krzemionki roslinnej, ktora moze zawieral pierwiastki $ladowe i ktéra trzeba

usunad. Dlatego tez w przypadku analizy prébek takich pasz nalezy zastosowaé nastepujace, zmodyfikowane postgpowanie. Postepo-
waé w sposob okreslony w pkt 5.1.1.1 do etapu filtrowania. Nastepnie nalezy dwukrotnie wrzacg wodg przemy¢ bibule filtracyjna
zawierajgca nierozpuszczalng pozostalo$¢ i umiesci¢ w kwarcowym lub platynowym tyglu.
Nalezy wiaczy¢ piec muflowy (4.1), nastawi¢ temperature ponizej 550 °C i poczekaé, az catkowicie zniknie wszelki material zawiera-
jacy wegiel. Pozostawi¢ do ostygniecia, dodac kilka kropli wody, a nastgpnie 10-15 ml kwasu fluorowodorowego (3.4) i odparowaé
do osiggnigcia suchosci w temperaturze okoto 150 °C. Jesli w pozostato$ciach pozostanie krzemionka, to nalezy ponownie rozpusci¢
te pozostalos¢ w kilku mililitrach kwasu fluorowodorowego (3.4) i odparowac az do osiagnigcia suchosci. Doda¢ pie¢ kropli kwasu
siarkowego (3.5) i podgrzewa¢ do momentu, gdy przestanie wytwarzac¢ si¢ bialy dym. Po dodaniu 5 ml kwasu chlorowodorowego
o stezeniu 6 mol/l (3.2) i okolo 30 ml wody podgrzaé, przefiltrowaé roztwér do kolby miarowej o pojemnosci 250 ml i dopelni¢
woda do pelnej objetosci (stezenie HCI okolo 0,5 mol/l). Nastepnie nalezy wykonaé oznaczenie zgodnie z pkt 5.1.2.
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5.1.2.1.

5.1.2.2.

Spektrofotometryczne oznaczanie

Przygotowanie roztwordw kalibracyjnych

Dla kazdego z oznaczanych pierwiastkow §ladowych przygotowa¢, z roboczych roztworéw wzorcowych okres-
lonych w pkt 3.7.1, 3.8.1, 3.9.1 i 3.10.1, roztwory kalibracyjne o stezeniu kwasu chlorowodorowego okoto
0,5 mol/l i — w przypadku zelaza, manganu i cynku — chlorek lantanu o stezeniu 0,1 % La (w[v).

Wybrane stezenia pierwiastkow §ladowych musza miesci¢ si¢ w zakresie czulosci stosowanego spektrofotome-
tru. W ponizszych tabelach podano przykladowy sklad typowych zakreséw stezen roztwordw kalibracyjnych;
w zaleznosci od typu i czulosci stosowanego spektrofotometru moze zachodzi¢ konieczno$¢ wyboru innych
stezen.

Zelazo
pg Fe/ml 0 0,5 1 2 3 4 5
ml roboczego roztworu wzorcowego 0 0,5 1 2 3 4 5
(3.7.1) (1 ml = 100 pg Fe)
ml HCI (pkt 3.2) 7 7 7 7 7 7 7

+ 10 ml roztworu chlorku lantanu (pkt 3.11) i uzupehié do objetosci 100 ml woda.

MiedZ

g Cu/ml 0 0,1 02 | 04 | 06 | 08 1,0
ml roboczego roztworu wzorcowego (pkt 0 1 2 4 6 8 10
3.8.1) (1 ml = 10 pg Cu)

ml HCl (pkt 3.2) 8 8 8 8 8 8 8

Mangan

yg Mn/ml 0 0,1 02 | 04 | 06 | 08 1,0
ml roboczego roztworu wzorcowego (pkt 0 1 2 4 6 8 10
3.9.1) (1 ml = 10 pg Mn)

ml HCI (pkt 3.2) 7 7 7 7 7 7 7

+ 10 ml roztworu chlorku lantanu (pkt 3.11) i uzupelni¢ do objetosci 100 ml woda.

Cynk
yg Zn/ml 0 005 | 01 02 | 04 | 06 0.8
ml roboczego roztworu wzorcowego (pkt 0 0,5 1 2 4 6 8
3.10.1) (1 ml = 10 pg Zn)
ml HCI (pkt 3.2) 7 7 7 7 7 7 7

+ 10 ml roztworu chlorku lantanu (pkt 3.11) i uzupelni¢ do objetosci 100 ml woda.

Przygotowanie roztworu do analizy

W przypadku oznaczania miedzi zazwyczaj moze by¢ wykorzystany roztwor przygotowany w sposob okres-
lony w pkt 5.1.1. W przypadku koniecznosci dostosowania jego stezenia do zakresu stezen roztwordw kalibra-
cyjnych pobraé pipeta podwielokrotng cze$¢ roztworu do kolby miarowej o pojemnosci 100 ml i uzupehnié¢ do
pelnej objetosci kolby kwasem chlorowodorowym o stezeniu 0,5 mol/l (pkt 3.3).
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5.1.2.3.

5.1.2.4.

5.2.

Przy oznaczaniu zelaza, manganu i cynku pobral pipeta podwielokrotng czg$¢ roztworu przygotowanego
w sposob okreslony w pkt 5.1.1 do kolby miarowej o pojemnosci 100 ml, doda¢ 10 ml roztworu chlorku lan-
tanu (pkt 3.11) i uzupelni¢ do pelnej objetosci kolby kwasem chlorowodorowym o stezeniu 0,5 mol/l (pkt 3.3)
(zob. objasnienia pkt 8).

Préba $lepa

Prébe Slepa przeprowadzi¢ zgodnie z kolejnoscia wykonywania czynnosci metody, ale bez uzycia materiatu
probki. Nie stosowac roztworu kalibracyjnego »0« do $lepej préby.

Pomiar absorpcji atomowej

Zmierzy¢ absorpcje atomowg roztworéw kalibracyjnych i badanego roztworu z uzyciem utleniajacego plomie-
nia 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¢ czterokrotnie.

Mieszanki paszowe mineralne

Jezeli prébka nie zawiera substancji organicznych, wczesniejsze spopielanie nie jest konieczne. Postgpowaé
w sposob okreslony w pkt 5.1.1.1, poczynajac od akapitu drugiego. Mozna pomina¢ etap odparowania z kwa-
sem fluorowodorowym.

Obliczanie wynikow

Przy zastosowaniu krzywej wzorcowej obliczy¢ stezenie pierwiastka sladowego w roztworze do analizy i wyra-
zi¢ wynik w mg pierwiastka §ladowego na kg probki (ppm).

Powtarzalno$¢

Réznica pomiedzy wynikami dwdch réwnoleglych oznaczenn wykonanych dla tej samej probki przez tego
samego analityka nie moze przekraczaé:

— 5 mg[kg w wartosci bezwzglednej, dla zawartosci danego pierwiastka Sladowego nie wyzszej niz 50 mg/kg,
— 10 % wyzszego wyniku, dla zawartosci danego pierwiastka sladowego od 50 do 100 mg/kg,
— 10 mg/kg w wartosci bezwzglednej, dla zawartosci danego pierwiastka sladowego od 100 do 200 mg/kg,

— 5 % wyzszego wyniku, dla zawarto$ci danego pierwiastka sladowego wyzszej niz 200 mg/kg.

Objasnienia

Obecno$¢ znacznych iloci fosforanéw moze interferowaé przy oznaczaniu zelaza, manganu i cynku. Takie
interferencje nalezy skorygowa¢ przez dodanie chlorku lantanu (pkt 3.11). Jezeli jednak w prébce stosunek
wagowy Ca + Mg/P jest > 2, to dodanie roztworu chlorku lantanu (pkt 3.11) do analizowanego roztworu i roz-
tworéw kalibracyjnych moze by¢ pominiete.
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3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.6.1.

3.6.2.

3.7.

3.8.

3.9.

3.10.

D) OZNACZANIE HALOFUGINONU

Bromowodorek DL-trans-7-bromo-6-chloro-3-[ 3-(3-hydroksy-2-piperydylo)acetonylo]-chinazolin-4-(3H)-onu
Zawarto$¢ halofuginonu ma by¢ oznaczana z wykorzystaniem:

— metody analizy przewidzianej w normie EN 17299 Pasze: Metody pobierania probek i analiz — Badania
przesiewowe i oznaczanie zautoryzowanych kokcydiostatykéw na poziomie dodatkéw i 1 % oraz 3 %
zanieczyszczen krzyzowych a takze niezarejestrowanych kokcydiostatykéw oraz jednego antybiotyku
na poziomie pozostalo$ci w mieszankach paszowych metoda wysokosprawnej chromatografii cieczo-
wej — Detekcja tandemowym spektrometrem mas (LC-MS/MS) lub

— za pomocg wysokosprawnej chromatografii cieczowej w odwréconym uktadzie faz (HPLC) z zastoso-
waniem detektora UV, jak opisano w pkt 1-8 ponizej.

Cel i zakres stosowania metody

Metoda stuzy do oznaczania zawartosci halofuginonu w paszach. Granica oznaczalnosci wynosi 1 mg/kg.

Sposéb przeprowadzenia metody

Po potraktowaniu goraca wodg halofuginon ekstrahuje si¢ w postaci wolnej zasady w octanie etylu, a nastgpnie
rozdziela jako chlorowodorek w wodnym roztworze kwasu. Ekstrakt jest oczyszczany z wykorzystaniem chro-
matografii jonowymiennej. Zawarto$¢ halofuginonu okresla si¢ metodg wysokosprawnej chromatografii cieczo-
wej w odwréconym ukladzie faz (HPLC) przy uzyciu detektora UV.

Odczynniki

Acetonitryl do HPLC

Zywica Amberlit XAD-2

Octan amonu

Octan etylu

Kwas octowy lodowaty

Substancja wzorcowa halofuginonu (bromowodorek DL-trans-7-bromo-6-chloro-3-[3-(3-hydroksy-2-pipery-
dylo)acetonylo]-chinazolin-4-(3H)-onu, E 764)

Podstawowy roztwor wzorcowy halofuginonu o stezeniu 100 pg/ml

Odwazy¢, z dokladnoscig do 0,1 mg, 50 mg halofuginonu (pkt 3.6) do kolby miarowej o pojemnosci 500 ml,
rozpusci¢ w roztworze buforowym octanu amonu (pkt 3.18), uzupelni¢ do pelnej objetosci kolby roztworem
buforowym i wymieszaé. Roztwor zachowuje stabilno$¢ do trzech tygodni, jezeli jest przechowywany bez
dostepu $wiatla w temperaturze 5 °C.

Roztwory kalibracyjne

Do kolb miarowych o pojemnosci 100 ml przenie$¢ kolejno 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 i 6,0 ml podstawowego roztworu
wzorcowego halofuginonu (pkt 3.6.1). Uzupehi¢ do pelnej objetosci kolb fazg ruchoma (pkt 3.21) i zmieszac.
Roztwory te odpowiadajg odpowiednio 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 i 6,0 pg/ml halofuginonu. Roztwory te przygotowac
bezposrednio przed uzyciem.

Kwas chlorowodorowy (p, okolo 1,16 g/ml)

Metanol

Azotan srebra

Askorbinian sodu

Weglan sodu

Chlorek sodu
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3.17.

3.20.

3.21.

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.4.1.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

EDTA (kwas etylenodiaminotetraoctowy, s6l dwusodowa)
Woda do HPLC
Roztwér weglanu sodu, ¢ = 10 g/100 ml

Roztwor weglanu sodu nasyconego chlorkiem sodu, ¢ = 5 g/100 ml

Rozpusci¢ 50 g weglanu sodu (pkt 3.11) w wodzie, rozcieficzy¢ do objetosci 111 doda¢ chlorek sodu (pkt 3.12),
az do otrzymania roztworu nasyconego.

Kwas chlorowodorowy, stezenie okoto 0,1 mol/l

Rozcieniczy¢ 10 ml HCI (pkt 3.7) woda do objetosci 1 1.

Roztwér buforowy octanu amonu, okoto 0,25 mol/l

Rozpusci¢ 19,3 g octanu amonu (pkt 3.3) i 30 ml kwasu octowego (pkt 3.5) w wodzie (pkt 3.14) i rozcieficzy¢
do objetosci 1 1.

Przygotowanie zZywicy Amberlit XAD-2

Odpowiednig ilo$¢ zywicy (pkt 3.2) przemywac wodg az do zaniku wszystkich jonéw chlorku, co sprawdza si¢
z uzyciem azotanu srebra (pkt 3.20) w odrzucanej fazie wodnej. Nastepnie przemy¢ zywice 50 ml metanolu
(pkt 3.8), usung¢ metanol i przechowywa¢ zywice w $wiezym metanolu.

Roztwoér azotanu srebra okoto 0,1 mol/l

Rozpusci¢ 0,17 g azotanu srebra (pkt 3.9) w 10 ml wody.

Faza ruchoma HPLC

Zmiesza¢ 500 ml acetonitrylu (pkt 3.1) z 300 ml roztworu buforowego octanu amonu (pkt 3.18) i 1 200 ml
wody (pkt 3.14). Przy uzyciu kwasu octowego (pkt 3.5) dostosowal pH do 4,3. Przefiltrowaé przez filtr
0,22 pm (pkt 4.8), a nastgpnie odgazowac roztwor (np. poprzez zastosowanie ultradzwigkoéw przez 10 minut).
Roztwor zachowuje stabilno$¢ przez miesigc, jezeli jest przechowywany w zamknietym naczyniu, bez dostepu
Swiatla.

Aparatura i sprzet

Laznia ultradZwickowa

Obrotowa wyparka warstwowa

Wiréwka

Sprzet do HPLC z detektorem UV z regulacjg dlugosci fali lub z detektorem diodowym

Kolumna do chromatografii cieczowej o wymiarach 300 mm x 4 mm, C, g, wypetnienie 10 pm lub réwnowazna
kolumna

Kolumna szklana o wymiarach 300 mm x 10 mm z kranem i filtrem ze spiekanego szkla
Filtry z wiékna szklanego o $rednicy 150 mm

Filtry membranowe, 0,45 pum

Filtry membranowe, 0,22 um

Sposéb postepowania

Uwaga  Halofuginon w formie wolnej zasady jest niestabilny w roztworach zasadowych i octanu etylu. Nie
moze pozostawaé w octanie etylu dtuzej niz przez 30 minut.

Wskazéwki ogdlne

Slepa probke paszy nalezy przeanalizowaé w celu sprawdzenia, czy nie zawiera ona halofuginonu i innych sub-
stangji interferujacych.
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5.1.2. Nalezy przeprowadzié test odzysku, analizujgc Slepa probke paszy wzbogaconej znang ilocig halofuginonu,
zblizong do tej, ktéra znajduje si¢ w analizowanej prébce. Aby wzbogaci¢ na poziomie 3 mg/kg, doda¢ 300 pl
podstawowego roztworu wzorcowego (pkt 3.6.1) do 10 g Slepej prébki paszy, zmieszaé i pozostawi¢ na
10 minut przed przejsciem do etapu ekstrakgji (pkt 5.2).

Uwaga:  dla cel6w niniejszej metody $lepa prébka paszy musi by¢ podobnego rodzaju co prébka badana, a jej
analiza nie moze potwierdza¢ obecnosci halofuginonu.

5.2. Ekstrakcja

Odwazy¢, z doktadnoscia do 0,1 g, 10 g przygotowanej probki i umiesci¢ w probéwce wiréwkowej o pojem-
nosci 200 ml. Doda¢ 0,5 g askorbinianu sodu (pkt 3.10), 0,5 g EDTA (pkt 3.13), 20 ml wody i zmiesza¢. Pro-
b6éwke umiesci¢ na 5 minut w fazni wodnej o temperaturze 80 °C. Po schlodzeniu do temperatury pokojowej
doda¢ 20 ml roztworu weglanu sodu (pkt 3.15) i zmieszaé. Niezwlocznie doda¢ 100 ml octanu etylu (pkt 3.4)
i energicznie wstrzasaC recznie przez 15 sekund. Nastepnie umiesci¢ probéwke w tazni ultradZwigkowej (pkt
4.1) na trzy minuty i obluzowa¢ korek. Wirowa¢ przez dwie minuty i zdekantowa¢ faz¢ octanu etylu przez filtr
z widkna szklanego (pkt 4.6) do rozdzielacza o pojemnosci 500 ml. Powtérzy¢ ekstrakcje tej probki druga
porcja 100 ml octanu etylu. Przemywa¢ polaczone ekstrakty przez minute 50 ml roztworu chlorku sodu nasy-
conego weglanem sodu (pkt 3.16) i usunaé warstwe wodna.

Warstwe organiczng ekstrahowaé przez minute 50 ml kwasu chlorowodorowego (pkt 3.17). Dolna kwasowg
warstwe spusci¢ do rozdzielacza o pojemnosci 250 ml. Przez 1,5 minuty powtarzac ekstrakcje warstwy orga-
nicznej przy uzyciu kolejnej porcji 50 ml kwasu chlorowodorowego i polaczy¢ z ekstraktem uzyskanym
z pierwszego procesu. Przemy¢ polaczone ekstrakty kwasu, wirujac z 10 ml octanu etylu (pkt 3.4) przez okoto
10 sekund.

Warstwe wodng przenie$¢ ilosciowo do kolby okraglodennej o pojemnosci 250 ml i usungé warstwe orga-
niczna. Znajdujacy si¢ jeszcze w roztworze kwasu octan etylu odparowaé na obrotowej wyparce warstwowej
(pkt 4.2). Temperatura faZzni wodnej nie moze przekracza¢ 40 °C. W warunkach podcis$nienia wynoszacego
okoto 25 mbar i w temperaturze 38 °C cala pozostata cz¢$¢ octanu etylu zostanie usunigta w ciggu 5 min.

5.3. Oczyszczanie

5.3.1. Przygotowanie kolumny z Amberlitem

Dla kazdego ekstraktu probki przygotowa kolumne XAD-2. Przygotowany Amberlit o masie 10 g (pkt 3.19)
umiesci¢ w szklanej kolumnie (pkt 4.5) z metanolem (pkt 3.8). Wprowadzi¢ maly zwitek szklanej waty w gorna
cz¢§¢ warstwy zywicy. Odprowadzi¢ metanol z kolumny, a nastgpnie przemy¢ zywice 100 ml wody, zatrzymu-
jac proces, gdy ciecz dosiegnie gornej czeSci warstwy zywicy. Pozostawi¢ kolumne do ustabilizowania na
10 minut przed uzyciem. Nie dopusci¢ do osuszenia kolumny.

5.3.2. Oczyszczanie probki

Ekstrakt (pkt 5.2) przenie$¢ ilosciowo na gorng powierzchnig kolumny z Amberlitem (pkt 5.3.1) i eluowad, usu-
wajac eluat. Predkos¢ elucji nie moze przekraczaé 20 ml/min. Przemy¢ kolbe okraglodenng 20 ml kwasu chloro-
wodorowego (pkt 3.17). Uzy¢ tego kwasu do przemycia kolumny z zywica. Usungé pozostalosci roztworu
kwasu strumieniem powietrza. Wylaé poptuczyny. Doda¢ 100 ml metanolu (pkt 3.8) na kolumng i pozwoli¢ na
elucje od 5 do 10 ml, zbierajac eluat w kolbe okragtodenng o pojemnosci 250 ml. Pozostawi¢ pozostaly metanol
na 10 minut w celu ustabilizowania z zywicg, a nastepnie kontynuowac elucje, ktérej predkosé nie moze prze-
kracza¢ 20 ml/min, zbierajac eluat do tej samej kolby okraglodennej. Odparowaé metanol na obrotowej wyparce
warstwowej (pkt 4.2), przy czym temperatura wody w tazni nie moze by¢ wyzsza niz 40 °C. Za pomocg fazy
ruchomej (pkt 3.21) przenie$¢ ilosciowo pozostato$é do kolby miarowej o pojemnosci 10 ml. Uzupetnié do pel-
nej objetodci faza ruchomg i zmieszaé. Podwielokrotna czg$¢ jest filtrowana przez filtr membranowy (pkt 4.7).
Roztwor ten zastosowaé do oznaczania HPLC (pkt 5.4).

5.4. Oznaczanie HPLC

5.4.1. Parametry

Ponizsze parametry podano jako przykladowe; inne parametry mogg by¢ zastosowane, o ile gwarantujg otrzy-
manie réwnowaznych wynikow.
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5.4.2.

5.4.3.

7.1.

Kolumna do chromatografii cieczowej (pkt 4.4.1)
Faza ruchoma do HPLC (pkt 3.21)

Predko$¢ przepltywu: od 1,5 do 2 ml/min
Dlugosc fali przy detekcji: 243 nm

Dozowana objeto$¢: 40 do 100 pl

Sprawdzi¢ stabilno$¢ systemu chromatograficznego, dozujac kilka razy roztwoér kalibracyjny (pkt 3.6.2) o steze-
niu 3,0 pg/ml, az do uzyskania stalych wysokosci (powierzchni) piku i czaséw retencji.

Krzywa kalibracyjna
Zadozowa( kilka razy kazdy z roztworéw kalibracyjnych (pkt 3.6.2) i okresli¢ wysokosci (powierzchnie) piku

dla kazdego stezenia. Nakresli¢ krzywa kalibracyjna, odkladajac Srednie wysokosci (powierzchnie) pikéw roz-
twor6w kalibracyjnych na osi rzednych oraz odpowiadajace im stezenia w pg/ml na osi odcigtych.

Roztwor probki

Zadozowa( kilka razy ekstrakt probki (pkt 5.3.2), stosujac takg sama objeto$¢ jak przy roztworach kalibracyj-
nych, i okresli¢ $rednig wysoko$¢ (powierzchnig) piku dla pikéw halofuginonu.

Obliczanie wynikow

Na podstawie $redniej wysokosci (powierzchni) pikéw halofuginonu roztworu probki okresli¢ stezenie roz-
tworu prébki w in pg/ml, odnoszgc si¢ do krzywej kalibracyjnej (pkt 5.4.2).

Zawarto$¢ halofuginonu w (mg/kg) w prébcee oblicza si¢ wedlug nastepujacego wzoru:

— ¢x10
w =0
gdzie:
c stezenie w ug/ml halofuginonu w roztworze probki
m: masa nawazki w g

Sprawdzenie metody

Sprawdzenie tozsamosci

Tozsamo$¢ analitu moze by¢ potwierdzona przez chromatografi¢ réwnolegla lub zastosowanie detektora diodo-
wego, przy uzyciu ktérego poréwnuje si¢ widma ekstraktu prébki i roztworu kalibracyjnego (pkt 3.6.2) zawiera-
jacego 6,0 pg/ml.

Chromatografia réwnolegla

Ekstrakt probki jest wzbogacany przez dodanie odpowiedniej ilosci roztworu kalibracyjnego (pkt 3.6.2). Ilos¢
dodanego halofuginonu musi by¢ podobna do szacowanej ilo$ci halofuginonu obecnego w ekstrakcie prébki.

Po uwzglednieniu zaréwno dodanej ilosci, jak i stopnia rozcieniczenia ekstraktu, zwigkszy¢ si¢ moze tylko wyso-
kos¢ piku halofuginonu. Szeroko$¢ piku w polowie jego wysokosci musi miescié si¢ w granicach + 10 % pierw-
otnej szerokosci.

Detekcja diodowa

Wyniki ocenia si¢ wedlug nastepujacych kryteriéw:

a) dlugos¢ fali odpowiadajaca maksymalnej absorpcji widm prébki i wzorca zapisana w maksimum piku na

chromatogramie musi by¢ taka sama, w granicach marginesu okreslonego zdolnoscia rozdzielczg systemu
detekeji. W przypadku detekeji diodowej zdolno$¢ rozdzielcza miesci sig zazwyczaj w granicach + 2 nm;
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7.2.

7.3.

b)

w zakresie pomigedzy 225 a 300 nm widma prébki i wzorca zapisane przy maksimum piku na chromatogra-
mie nie mogg si¢ rézni¢ dla tych czesci widma w zakresie od 10 do 100 % wzglednej absorbancji. Kryterium
jest spelnione, jezeli wystepuja te same maksymalne warto$ci i w ramach zadnego z obserwowanych punk-
téw rozbiezno$¢ migdzy dwoma widmami nie jest wyzsza niz 15 % absorbancji wzorca analitycznego;

w zakresie od 225 do 300 nm widma strony wstepujacej, maksimum i strony zstepujacej piku ekstraktu
probki nie moga r6zni¢ si¢ od siebie dla tych cz¢sci widma w zakresie od 10 do 100 % absorbancji wzgled-
nej. Kryterium jest spelnione, jezeli wystepuja te same maksymalne wartosci i w ramach zadnego z obserwo-
wanych punktéw rozbiezno$¢ migdzy widmami nie jest wyzsza niz 15 % absorbancji widma maksimum
piku.

Jezeli jedno z tych kryteriéw nie jest spelnione, obecno$¢ analitu nie jest potwierdzona.

Powtarzalnosé

Réznica pomiedzy wynikami dwoch réwnoleglych oznaczen wykonanych dla tej samej probki nie moze prze-
kracza¢ 0,5 mg/kg dla zawartosci halofuginonu do 3 mg/kg.

Odzysk

W przypadku wzbogaconej probki slepej odzysk nie moze by¢ mniejszy niz 80 %.

Wyniki poréwnania miedzylaboratoryjnego

W ramach poréwnania miedzylaboratoryjnego osiem laboratoriéw przeprowadzito analize () trzech probek.

Wyniki
P;?kz);(aogbi(f)lre;a) Préobka B (maczka) Prébka C (granulki)
Przy odbiorze Po d.w och Przy odbiorze Fo d.w och
miesigcach miesigcach

Srednia [mg/kg] n.w. 2,80 2,42 2,89 2,45
Sy [mg/kg] - 0,45 0,43 0,40 0,42
CVi [%] - 16 18 14 17
Odzysk [%] 86 74 88 75
n.w.= nie wykryto
Sx= odchylenie standardowe odtwarzalnosci
CVyp= wspotezynnik zmiennosci odtwarzalnosci (%)
Rec.= odzysk (%)

E) OZNACZANIE ROBENIDYNY

Chlorowodorek 1,3-bis[(4-chlorobenzylideno)aminoguanidyny

Zawarto$¢ robenidyny ma by¢ oznaczana z wykorzystaniem:

metody analizy przewidzianej w normie EN 17299 Pasze: Metody pobierania probek i analiz — Badania
przesiewowe i oznaczanie zautoryzowanych kokcydiostatykéw na poziomie dodatkéw i 1 % oraz 3 %
zanieczyszczen krzyzowych a takze niezarejestrowanych kokcydiostatykéw oraz jednego antybiotyku
na poziomie pozostalo$ci w mieszankach paszowych metoda wysokosprawnej chromatografii cieczo-
wej — Detekcja tandemowym spektrometrem mas (LC-MS/MS) lub

za pomocg wysokosprawnej chromatografii cieczowej w odwréconym ukladzie faz (HPLC) z zastoso-
waniem detektora UV, jak opisano w pkt 1-8 ponizej.

(*) »The Analyst« 108 z 1983 ., s. 1252-1256.
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3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

3.9.1.

Cel i zakres stosowania metody

Metoda stuzy do oznaczania zawartosci robenidyny w paszach. Granica oznaczalno$ci wynosi 5 mg/kg.

Sposéb przeprowadzenia metody

Prébke poddaje si¢ ekstrakeji zakwaszonym metanolem. Ekstrakt osusza sig, a podwielokrotng cze$¢ oczyszcza
na kolumnie z tlenkiem glinu. Robenidyne z kolumny wymywa si¢ metanolem, zateza i uzupelnia do odpowied-
niej objetosci fazg ruchomg. Robenidyne oznacza si¢ metodg wysokosprawnej chromatografii cieczowej
w odwrdconym ukladzie faz (HPLC) przy uzyciu detektora UV.

Odczynniki
Metanol

Zakwaszony metanol

W kolbie miarowej o pojemnosci 500 ml umiesci¢ 4,0 ml kwasu chlorowodorowego (p20 = 1,18 g/ml), uzupel-
ni¢ do pelnej objetosci kolby metanolem (pkt 3.1) i wymieszaé. Roztwor nalezy przygotowaé bezposrednio
przed uzyciem.

Acetonitryl do HPLC

Sito molekularne

Typ 3 A, granulki 8-12 mesh (granulki z glinokrzemianu krystalicznego 1,6-2,5 mm, $rednica poréw 0,3 mm).

Tlenek glinu I stopnia aktywnosci kwasowej do chromatografii kolumnowej

100 g tlenku glinu umiesci¢ w odpowiednim pojemniku i doda¢ 2,0 ml wody. Zakorkowac i wstrzgsaé przez
okolo 20 minut. Przechowywac w dobrze zamknigtym pojemniku.

Roztwér diwodorofosforanu potasu, ¢ = 0,025 mol/l

Rozpuscic¢ 3,40 g diwodorofosforanu potasu w wodzie do HPLC w kolbie miarowej o pojemnosci 1 000 ml, uzu
pehi¢ do pelnej objetosci kolby i wymieszad.

Roztwér wodorofosforanu disodu, ¢ = 0,025 mol/l

Rozpusci¢ 3,55 g bezwodnego lub 4,45 g dihydratu, lub 8,95 g dodekahydratu wodorofosforanu disodu
w wodzie do HPLC w kolbie miarowej o pojemnosci 1 I, uzupelni¢ do pelnej objetosci kolby i wymieszad.

Faza ruchoma HPLC

Zmieszaé razem:

650 ml acetonitrylu (pkt 3.3),

250 ml wody do HPLC,

50 ml roztworu diwodorofosforanu potasu (pkt 3.6),
50 ml roztworu wodorofosforanu disodu (pkt 3.7).

Filtrowaé przez filtr 0,22 pm (pkt 4.6) i odgazowaé roztwoér, np. poprzez zastosowanie ultradZwigkow przez
10 minut.

Substancja wzorcowa

Czysta robenidyna: chlorowodorek 1,3-bis[(4-chlorobenzylideno)amino]guanidyny

Podstawowy roztwor wzorcowy robenidyny: 300 ug/ml

Odwazy¢, z doktadnoscig do 0,1 mg, 30 mg substancji wzorcowej robenidyny (pkt 3.9). Rozpusci¢ w zakwaszo-
nym metanolu (pkt 3.2) w kolbie miarowej o pojemnosci 100 ml, uzupetni¢ do pelnej objetosci kolby tym roz-
puszczalnikiem i zmiesza¢. Kolbe owina¢ folig aluminiows i przechowywaé w ciemnym miejscu.
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3.9.2. Posredni roztwér wzorcowy robenidyny: 12 pg/ml

Przenie$¢ 10,0 ml podstawowego roztworu wzorcowego (pkt 3.9.1) do kolby miarowej o pojemnosci 250 ml,
uzupehni¢ do pelnej objetosci kolby fazg ruchoma (pkt 3.8) i zmieszaé. Kolbe owina¢ folig aluminiowa i przecho-
wywaé w ciemnym miejscu.

3.9.3. Roztwory kalibracyjne

Do kolb miarowych o pojemnosci 50 ml przenie$¢ 5,0, 10,0, 15,0, 20,0 i 25,0 ml posredniego roztworu wzor-
cowego robenidyny (pkt 3.9.2). Uzupeki¢ do pelnej objetosci kolb fazg ruchoma (pkt 3.8) i zmieszal. Roztwory
te odpowiadajg odpowiednio 1,2, 2,4, 3,6, 4,8 i 6,0 ug/ml robenidyny. Roztwory te przygotowac bezposrednio
przed uzyciem.

3.10. Woda do HPLC
4. Aparatura i sprzet

4.1. Kolumna szklana

Przygotowaé kolumne ze szkla oranzowego o $rednicy wewnetrznej od 10 do 15 mm i dlugosci 250 mm,
wyposazong w kran i zbiorniczek o pojemnosci okoto 150 ml.

4.2. Wiytrzasarka mechaniczna lub mieszadlo magnetyczne
4.3. Obrotowa wyparka warstwowa
4.4. Wyposazenie do HPLC z detektorem promieniowania ultrafioletowego z regulacja dlugosci fali lub detektorem

diodowym pracujacym w zakresie od 250 do 400 nm

4.4.1. Kolumna do chromatografii cieczowej: 300 mm x 4 mm, C,g wypelnieniel0 pm lub réwnowazna
4.5. Bibula filtracyjna z wiéknem szklanym (Whatman GF/A lub rownowazna)

4.6. Filtry membranowe, 0,22 um

4.7. Filtry membranowe, 0,45 um

5. Sposéb postepowania

Uwaga:  Robenidyna jest wrazliwa na $wiatlo. Wszystkie czynnosci nalezy przeprowadzaé z zastosowaniem
szkla oranzowego.

5.1. Wskazéwki ogdlne
5.1.1. Nalezy przebada¢ Slepa probke paszy w celu sprawdzenia, czy nie zawiera robenidyny ani substancji interferujg-
cych.

5.1.2. Nalezy przeprowadzi¢ test odzysku, analizujac Slepg probke paszy (pkt 5.1.1) wzbogacong znang iloScig robeni-
dyny, zblizona do tej, ktora znajduje si¢ w probce. Aby wzbogaci¢ na poziomie 60 mg/kg, przenie$¢ 3,0 ml pod-
stawowego roztworu wzorcowego robenidyny (pkt 3.9.1) do kolby stozkowej o pojemnosci 250 ml. Odparo-
waé roztwér w strumieniu azotu do okoto 0,5 ml. Doda¢ 15 g $lepej probki paszy, zmieszaé i pozostawi¢ na
10 minut przed przejiciem do etapu ekstrakgji (pkt 5.2).

Uwaga:  Na potrzeby tej metody Slepa probka paszy musi by¢ podobnego rodzaju co probka badana, a jej ana-
liza nie moze potwierdza¢ obecnosci robenidyny.

5.2. Ekstrakcja

Odwazy¢, z dokladnoscig do 0,01 g, okolo 15 g przygotowanej probki. Odwazke umiesci¢ w kolbie stozkowej
o pojemnosci 250 ml i doda¢ 100,0 ml zakwaszonego metanolu (pkt 3.2), zakorkowal i wstrzgsaé przez
godzing na wstrzasarce (pkt 4.2). Roztwor filtrowaé przez bibule filtracyjng z widknem szklanym (pkt 4.5), a fil-
trat zebral do kolby stozkowej o pojemnosci 150 ml. Dodaé 7,5 g sita molekularnego (pkt 3.4), zamknaé
i wstrzasa¢ przez pig¢ minut. Natychmiast filtrowaé przez bibule filtracyjng z widknem szklanym. Roztwér
zachowuje si¢ do etapu oczyszczania (pkt 5.3).
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5.3.

5.4.

5.4.1.

5.4.2.

5.4.3.

Oczyszczanie

Przygotowanie kolumny z tlenkiem glinu

Umiesci¢ w dolnym konicu szklanej kolumny (pkt 4.1) zwitek szklanej waty i wbic ja, uzywajac szklanego pre-
cika. Odwazy¢ 11,0 g przygotowanego tlenku glinu (pkt 3.5) i przenie$¢ do kolumny. Czynno$¢ te nalezy wyko-
nywac tak, aby ograniczy¢ do minimum dzialanie powietrza atmosferycznego. Delikatnie postukaé w napel-
niong kolumneg od strony dna w celu osadzenia tlenku glinu.

Oczyszczanie probki

Uzywajac pipety, przenie$¢ do kolumny 5,0 ml ekstraktu préobki otrzymanego w sposéb okreslony w pkt 5.2.
Zakonczenie pipety przytozy¢ blisko do $cianki kolumny i pozwoli¢, aby roztwor zostal wchloniety przez tlenek
glinu. Wymy¢ robenidyne z kolumny przy uzyciu 100 ml metanolu (pkt 3.1) przy predkosci przeptywu od 2 do
3 ml na minutg, a eluat zebra¢ do kolby okraglodennej o pojemnosci 250 ml. Na obrotowej wyparce warstwo-
wej (pkt 4.3) odparowa¢ roztwér metanolu do sucha, przy zmniejszonym ci$nieniu w temperaturze 40 °C.
Pozostalo$¢ ponownie rozpuscié w 3—4 ml fazy ruchomej (pkt 3.8) i przenie$¢ iloSciowo do kolby miarowej
o pojemnosci 10 ml. Kolbe przemy¢ kilkakrotnie 1-2 ml porcjami fazy ruchomej, a popluczyny wla¢ do kolby
miarowej. Uzupetni¢ do pelnej objetosci kolby tym samym rozpuszczalnikiem i zmieszaé. Podwielokrotna
czes¢ jest filtrowana przez filtr membranowy 0,45 pum (pkt 4.7). Roztwoér zastosowaé do oznaczania HPLC (pkt
5.4).

Oznaczanie HPLC

Parametry

Ponizsze parametry podano jako przykladowe; inne parametry mogg by¢ zastosowane, o ile gwarantujg otrzy-
manie réwnowaznych wynikow:

Kolumna do chromatografii cieczowej (pkt 4.4.1)

Faza ruchoma do HPLC (pkt 3.8)

Predkos¢ przeptywu: 1,5 do 2 ml/min

Dlugos¢ fali przy detekcji: 317 nm

Dozowana objetos¢: 20 do 50 pl

Sprawdzi¢ stabilno§¢ systemu chromatograficznego, dozujac kilka razy roztwor kalibracyjny (pkt 3.9.3) zawie-
rajacy 3,6 pg/ml, az do uzyskania statych wysokosci pikoéw i czaséw retencji.

Krzywa kalibracyjna

Zadozowa( kilka razy kazdy z roztworéw kalibracyjnych (pkt 3.9.3) i okresli¢ wysokosci (powierzchnie) piku

dla kazdego stezenia. Wykresli¢ krzywa wzorcowa, odkladajac Srednie wysokosci (powierzchnie) pikéw roztwo-
réw kalibracyjnych na osi rzednych oraz odpowiadajace im stezenia w pg/ml na osi odcigtych.

Roztwér probki

Zadozowa( kilka razy ekstrakt probki (pkt 5.3.2), stosujac takg sama objeto$¢ jak przy roztworach kalibracyj-
nych, i okresli¢ $rednig wysoko$¢ (powierzchnie) piku dla pikéw robenidyny.

Obliczanie wynikow

Na podstawie $redniej wysokosci (powierzchni) pikéw robenidyny roztworu prébki okresli¢ stezenie roztworu
probki w pg/ml, odnoszac si¢ do krzywej kalibracyjnej (pkt 5.4.2).

Zawarto$¢ robenidyny (w mg/kg) w probce oblicza si¢ wedlug nastepujacego wzoru:

_ cx200

w m

ELL http://data.europa.eu/elijreg_impl/2024/771/oj

91/129



PL Dz.U. L z 15.3.2024

gdzie:
c= stezenie w ug/ml robenidyny w roztworze probki
m= masa nawazki w g
7. Sprawdzenie metody
7.1. Sprawdzenie tozsamosci

Tozsamo§¢ analitu moze by¢ potwierdzona przez chromatografie rownolegla lub zastosowanie detektora diodo-
wego, przy uzyciu ktérego poréwnuje si¢ widma ekstraktu prébki i roztworu kalibracyjnego (pkt 3.9.3) zawiera-

jacego 6 pg/ml.

7.1.1. Chromatografia réwnolegta

Ekstrakt probki jest wzbogacany przez dodanie odpowiedniej ilosci roztworu kalibracyjnego (pkt 3.9.3). Ilos¢
dodanej robenidyny musi by¢ podobna do szacowanej ilosci robenidyny w ekstrakcie prébki.

Po uwzglednieniu zaréwno dodanej ilosci, jak i rozcieficzenia ekstraktu, zwigkszy¢ si¢ moze tylko wysokos¢
piku robenidyny. Szeroko$¢ piku w polowie jego wysokosci musi miescié si¢ w granicach ok. 10 % pierwotnej
szerokoSci.

7.1.2. Detekcja diodowa

Wyniki ocenia si¢ wedlug nastepujacych kryteriow:

a) dlugos¢ fali odpowiadajgca maksymalnej absorpcji widm probki i wzorca zapisana w maksimum piku zare-
jestrowanego na chromatogramie musi by¢ taka sama, w granicach marginesu okreslonego zdolnoscig roz-
dzielczg systemu detekcji. W przypadku detekeji diodowej zdolno$¢ rozdzielcza miesci sie zazwyczaj w grani-
cach 2 nm;

b) w zakresie pomiedzy 250 a 400 nm widma probki i wzorca zapisane przy maksimum piku na chromatogra-
mie nie mogg si¢ rézni¢ dla tych czesci widma w zakresie od 10 do 100 % wzglednej absorbangji. Kryterium
jest spetnione, jezeli wystepuja te same maksymalne wartosci i w ramach zadnego z obserwowanych punk-
téw rozbiezno$¢ miedzy dwoma widmami nie jest wyzsza niz 15 % absorbancji wzorca analitycznego;

c) w zakresie od 250 do 400 nm widma strony wstepujacej, maksimum i strony zstepujacej piku ekstraktu
probki nie mogg réznic si¢ od siebie dla tych czgsci widma w zakresie od 10 do 100 % absorbancji wzgled-
nej. Kryterium jest spelnione, jezeli wystepuja te same maksymalne wartosci i w ramach zadnego z obserwo-
wanych punktéw rozbiezno$¢ miedzy widmami nie jest wyzsza niz 15 % widma maksimum piku.

Jezeli jedno z tych kryteriéw nie jest spetnione, obecno$¢ analitu nie jest potwierdzona.

7.2. Powtarzalnos¢
Réznica pomigedzy wynikami dwéch réwnoleglych oznaczen wykonanych dla tej samej probki nie moze prze-
kracza¢ 10 % wyzszego wyniku dla zawartosci robenidyny powyzej 15 mg/kg.

7.3. Odzysk

W przypadku wzbogaconej prébki Slepej odzysk nie moze by¢ mniejszy niz 85 %.

8. Wyniki poréwnania miedzylaboratoryjnego

W ramach poréwnania migdzylaboratoryjnego na szczeblu UE, w ktérym uczestniczyto 12 laboratoriéw, prze-
prowadzono analize czterech prébek paszy dla drobiu i krélikéw, w postaci maczki lub granulatu. Analize kaz-
dej probki przeprowadzono dwukrotnie. W ponizszej tabeli podano wyniki przeprowadzonych badan.

Pasza dla drobiu Pasza dla krélikow
Maczka Granulat Maczka Granulat
Srednia [mg/kg] 27,00 27,99 43,6 40,1
s, [mg/kg] 1,46 1,26 1,44 1,66
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3.1.
3.2.
3.3.
3.4.
3.5.
3.6.
3.7.

3.8.

(®) Metoda ta moze by¢ réwniez stosowana do oznaczania diklazurilu w materialach paszowych.

v, [%] 5,4 45 3,3 41

Sk [mg/ke] 436 3,36 4,61 3,91
CVi [%] 16,1 12,0 10,6 9,7

Odzysk [%] 90,0 93,3 87,2 80,2
8= odchylenie standardowe powtarzalnosci

Cv,= wspotczynnik zmiennosci powtarzalnosci w %

Sg= odchylenie standardowe odtwarzalnosci

CVg= wsp6lczynnik zmiennosci odtwarzalnoci w %

()4-chlorofenylo[ 2,6-dwuchloro-4-(2,3,4, 5-tetrahydro—3, 5-diokso- 1,2,4-triazyno- 2-yl)fenylo Jacetonitryl

Zawarto$¢ diklazurilu ma by¢ oznaczana z wykorzystaniem:

F) OZNACZANIE DIKLAZURILU

— metody analizy przewidzianej w normie EN 17299 Pasze: Metody pobierania probek i analiz — Badania
przesiewowe i oznaczanie zautoryzowanych kokcydiostatykow na poziomie dodatkéw i 1 % oraz 3 %
zanieczyszczen krzyzowych a takze niezarejestrowanych kokcydiostatykéw oraz jednego antybiotyku
na poziomie pozostatoici w mieszankach paszowych metoda wysokosprawnej chromatografii cieczo-

wej — Detekcja tandemowym spektrometrem mas (LC-MS/MS) lub

— za pomocg wysokosprawnej chromatografii cieczowej w odwréconym ukladzie faz z potréjnym gra-

dientem (HPLC) z zastosowaniem detektora UV, jak opisano w pkt 1-9 ponizej.

Cel i zakres stosowania metody

Metoda stuzy do oznaczania zawartosci diklazurilu w mieszankach paszowych i premiksach (°). Granica wykry-
walno$ci wynosi 0,1 mg/kg, granica oznaczalnosci 0,5 mg/kg. Mozliwe jest osiagniecie nizszych granic ozna-

czalnosci, ale musi to zosta¢ zwalidowane przez uzytkownika.

Sposéb przeprowadzenia metody

Po dodaniu wzorca wewngtrznego prébka jest ekstrahowana zakwaszonym metanolem. W przypadku pasz
podwielokrotna cze$¢ ekstraktu zostaje oczyszczona na wkladzie do ekstrakgji fazy stalej C18. Diklazuril jest
eluowany z wypelnienia mieszaning zakwaszonego metanolu i wody. Po odparowaniu pozostato$¢ jest rozpusz-
czana w DMF|/woda. W przypadku premikséw ekstrakt jest odparowywany, a pozostalo$¢ rozpuszczana
w DMF|woda. Zawarto§¢ diklazurilu jest oznaczana za pomocg wysokosprawnej chromatografii cieczowej

w odwroconym ukladzie faz z potréjnym gradientem (HPLC) z zastosowaniem detektora UV.

Odczynniki
Woda do HPLC

Octan amonu

Wodorosiarczan tetrabutyloamoniowy (TBHS)

Acetonitryl do HPLC

Metanol do HPLC

N, N-dwumetyloformamid (DMF)

Kwas chlorowodorowy, p,o = 1,19 g/ml

Substancja wzorcowa: diklazuril:

()4-chlorofenylo[2,6-dwuchloro-4-(2,3,4,5-tetrahydro- 3,5-diokso-1,2,4-triazyno-2-yl)fenylo]acetonitryl

0 gwarantowanej czystosci
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3.8.1. Podstawowy roztwor wzorcowy diklazurilu, 500 pg/ml

Odwazy¢, z dokladnoscia do 0,1 mg, 25 mg substancji wzorcowej (pkt 3.8) do kolby miarowej o pojemnosci
50 ml. Rozpusci¢ w DMF (pkt 3.6), uzupehi¢ do pelnej objetosci kolby DMF (pkt 3.6) i wymieszac. Kolbe owi-
naé folig aluminiowg lub uzy¢ kolby ze szkla oranzowego i przechowywaé w lodéwce. W temperaturze
4 °C lub nizszej roztwor zachowuje stabilno$¢ przez miesiac ().

3.8.2. Roztwér wzorcowy diklazurilu, 50 pg/ml

Przenie$¢ 5,00 ml podstawowego roztworu wzorcowego (pkt 3.8.1) do kolby miarowej o pojemnosci 50 ml,
uzupelni¢ do pelnej objetosci kolby DMF (pkt 3.6) i wymieszaé. Kolbe owina¢ folig aluminiowg lub uzy¢ kolby
ze szkla oranzowego i przechowywa¢ w lodéwce. W temperaturze 4 °C lub nizszej roztwor zachowuje stabil-
nos¢ przez miesiac.

3.9. Substancja wzorcowa wewnetrzna: 2,6-dichloro-a-(4-chlorofenylo)-4-(4,5-dihydro—3,5-diokso-1,2,4-triazyno-2
(3H) -yl) a-metylobenzeno-acetonitryl (diklazuril metylu)

3.9.1. Podstawowy roztwdr wzorcowy wzorca wewnetrznego, 500 pg/ml

Odwazy¢, z dokladnoscig do 0,1 mg, 25 mg substancji wzorcowej wewnetrznej (pkt 3.9), do kolby miarowej
o pojemnosci 50 ml. Rozpusci¢ w DMF (pkt 3.6), uzupelni¢ do pelnej objetosci kolby DMF (pkt 3.6) i wymieszacé.
Kolbe owina¢ folig aluminiowg lub uzy¢ kolby ze szkla oranzowego i przechowywaé w lodowce. W temperatu-
rze 4 °C lub nizszej roztwor zachowuje stabilno$¢ przez miesigc.

3.9.2. Roztwor wzorca wewnetrznego, 50 pg/ml

Przenie$¢ 5,00 ml podstawowego roztworu wzorcowego wzorca wewnetrznego (pkt 3.9.1) do kolby miarowej
o pojemnosci 50 ml, uzupetni¢ do pelnej objetosci kolby DMF (pkt 3.6) i wymieszaé. Kolbg owina¢ folig alumi-
niowg lub uzy¢ kolby ze szkla oranzowego i przechowywaé w lodéwce. W temperaturze 4 °C lub nizszej roz-
twor zachowuje stabilno$¢ przez miesigc.

3.9.3. Roztwor wzorca wewnetrznego dla premiksow, p/1 000 mg/ml (p = zawarto$¢ nominalna diklazurilu w premik
sie w mg/kg)

Odwazy¢, z dokladnoscig do 0,1 mg, p/10 mg substancji wzorcowej wewnetrznej do kolby miarowej o pojem-
nosci 100 ml, rozpuscié w DMF (pkt 3.6) w lazni ultradZwickowej (pkt 4.7), uzupelni¢ do pelnej objetosci

kolby DMF i wymieszaé. Kolbe owing¢ folig aluminiowa lub uzy¢ kolby ze szkla oranzowego i przechowywad
w lodéwcee. W temperaturze 4 °C lub nizszej roztwor zachowuje stabilno$¢ przez miesigc.

3.10. Roztwory kalibracyjne

3.10.1.  Roztwor kalibracyjny, 1 pg/ml (diklazuril)
Odmierzy¢ pipetg 1,00 ml roztworu wzorcowego diklazurilu (pkt 3.8.2) i 2,00 ml roztworu wzorca wewnetrz-

nego (pkt 3.9.2) do kolby miarowej o pojemnosci 50 ml. Doda¢ 17 ml DMF (pkt 3.6), uzupetnic¢ do pelnej obje-
to$ci wodg (pkt 3.1) i wymieszaé. Roztwér przygotowad bezposrednio przed uzyciem.

3.10.2.  Roztwor kalibracyjny, 2 pg/ml (diklazuril)
Odmierzy¢ pipeta 2,00 ml roztworu wzorcowego diklazurilu (pkt 3.8.2) i 2,00 ml roztworu wzorca wewnetrz-

nego (pkt 3.9.2) do kolby miarowej o pojemnosci 50 ml. Doda¢ 16 ml DMF (pkt 3.6), uzupehi¢ do pelnej obje-
tosci woda (pkt 3.1) i wymieszaé. Roztwor przygotowacd bezposrednio przed uzyciem.

3.10.3.  Roztwor kalibracyjny, 3 pg/ml (diklazuril)
Odmierzy¢ pipeta 3,00 ml roztworu wzorcowego diklazurilu (pkt 3.8.2) i 2,00 ml roztworu wzorca wewnetrz-

nego (pkt 3.9.2) do kolby miarowej o pojemnosci 50 ml. Doda¢ 15 ml DMF (pkt 3.6), uzupehni¢ do pelnej obje-
tosci wodg (pkt 3.1) i wymieszal. Roztwér przygotowad bezposrednio przed uzyciem.

(") Wigksza stabilno$¢ (do 1 roku) moze by¢ mozliwa, ale musi zostaé potwierdzona przez dane laboratorium.
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3.10.4.

3.10.5.

3.13.1.

3.13.2.

3.13.3.

4.1.

4.2.

4.2.1.

4.2.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

Roztwor kalibracyjny, 4 pg/ml (diklazuril)

Odmierzy¢ pipetg 4,00 ml roztworu wzorcowego diklazurilu (pkt 3.8.2) i 2,00 ml roztworu wzorca wewnegtrz-
nego (pkt 3.9.2) do kolby miarowej o pojemnosci 50 ml. Doda¢ 14 ml DMF (pkt 3.6), uzupekni¢ do pelnej obje-
to$ci wodg (pkt 3.1) i wymieszaé. Roztwér przygotowad bezposrednio przed uzyciem.

Roztwor kalibracyjny, 5 pg/ml (diklazuril)

Odmierzy¢ pipeta 5,00 ml roztworu wzorcowego diklazurilu (pkt 3.8.2) i 2,00 ml roztworu wzorca wewnetrz-
nego (pkt 3.9.2) do kolby miarowej o pojemnosci 50 ml. Doda¢ 13 ml DMF (pkt 3.6), uzupetni¢ do pelnej obje-
tosci wodg (pkt 3.1) i wymieszaé. Roztwér przygotowac bezposrednio przed uzyciem.

UWAGA: roztwory kalibracyjne (pkt 3.10.1, 3.10.2, 3.10.3, 3.10.4 i 3.10.5) obejmuja stezenie diklazurilu

w paszy wynoszace od 0,5 do 2,5 mg/kg przy stosowaniu obecnego protokotu.

C,s, wklad do ekstrakgji fazy stalej np. Mega Bond Elut, rozmiar: 20 cc, masa sorbentu: 5 000 mg (kondycjono
wanie wstepne zgodnie z wytycznymi dostawcy).

Rozpuszczalnik ekstrakcyjny: zakwaszony metanol

Odmierzy(¢ pipetg 5,0 ml kwasu chlorowodorowego (pkt 3.7) do 1 000 ml metanolu (pkt 3.5) i wymieszac.
Faza ruchoma do HPLC

Eluent A: roztwor octan amonu — wodorosiarczan tetrabutyloamoniowy

Rozpusci¢ 5 g octanu amonu (pkt 3.2) i 3,4 g TBHS (pkt 3.3) w 1 000 ml wody (pkt 3.1) i wymieszac.
Eluent B: acetonitryl (pkt 3.4)

Eluent C: metanol (pkt 3.5)

Aparatura i sprzet

Wiytrzasarka mechaniczna

Sprzet do HPLC z potréjnym gradientem

Kolumna do chromatografii cieczowej, Hypersil ODS, wypelnienie 3 pm, 100 mm x 4,6 mm lub réwnowazna
Detektor UV z regulacja dtugosci fali lub detektor diodowy

Obrotowa wyparka warstwowa

Filtr membranowy (np. chemicznie odporny Nylon), 0,45 pm

Strzykawka jednorazowa, 5 ml

Rozdzielnik prézni do jednoczesnej prézniowej izolacji

Laznia ultradZwiekowa

Sposéb postepowania

Wskazéwki ogolne

Slepa probka paszy

Nalezy przeprowadzi¢ analiz¢ slepej probki paszy w celu sprawdzenia, czy nie zawiera ona diklazurilu ani sub-
stancji interferujacych. Slepa probka paszy musi by¢ podobnego rodzaju co prébka badana, a jej analiza nie
moze potwierdza¢ obecnosci diklazurilu i substancji interferujacych.
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5.1.2. Test odzysku

Nalezy przeprowadzic test odzysku, analizujac $lepa probke paszy wzbogacona znang iloscig diklazurilu, zbli-
zong do tej, ktéra znajduje si¢ w probce. Aby wzbogaci¢ na poziomie 1 mg/kg, nalezy doda¢ 0,1 ml podstawo-
wego roztworu wzorcowego (pkt 3.8.1) do 50 g Slepej probki paszy, dokladnie wymiesza¢ i pozostawi¢ na
10 minut, a nastgpnie ponownie kilkakrotnie wymiesza¢ przed przej$ciem do nastgpnego etapu (pkt 5.2).

Jezeli nie mozna przeprowadzi¢ badania $lepej probki paszy podobnego rodzaju co prébka badana (zob. pkt
5.1.1), mozna przeprowadzi¢ test odzysku, stosujac metode dodawania wzorca. W tym przypadku przezna-
czona do analizy probka jest wzbogacana znang iloscig diklazurilu o masie zblizonej do tej, ktdra znajduje si¢
w analizowanej prébcee. Probke te poddaje si¢ analizie wraz z niewzbogacong probkg, a odzysk moze by¢ obli-
czony przez odjecie od probki fortyfikowanej masy probki niewzbogacone;.

5.2. Ekstrakcja

5.2.1. Mieszanki paszowe

Odwazy¢, z dokladnoscig do 0,01 g, okolo 50 g prébki. Przenie$¢ do kolby stozkowej o pojemnosci 500 ml,
doda¢ 1,00 ml roztworu wzorca wewnetrznego (pkt 3.9.2), 200 ml rozpuszczalnika ekstrakcyjnego (pkt 3.12)
i zamkna¢ kolbe korkiem. Wstrzgsa¢ mieszaning na wstrzgsarce (pkt 4.1) przez noc. Pozostawi¢ na 10 minut
do odstania. Przela¢ 20 ml podwielokrotnej czesci supernatantu do odpowiedniego szklanego pojemnika i roz-
cieniczy¢ 20 ml wody (pkt 3.1). Przenie$¢ ten roztwér na wklad do ekstrakeji (pkt 3.11) i przepusci¢ przez niego,
stosujac rozdzielnik prézni (pkt 4.6). Przeptukaé wklad 25 ml mieszaniny rozpuszczalnika ekstrakcyjnego (pkt
3.12) i wody (pkt 3.1), 65 + 35 (V + V). Odrzuci¢ zebrane frakcje i eluowac zwiazki, stosujac 25 ml mieszaniny
rozpuszczalnika ekstrakcyjnego (pkt 3.12) i wody, 80 + 20 (V + V). Odparowac t¢ frakcje do osuszenia przy
zastosowaniu wyparki rotacyjnej (pkt 4.3) w temperaturze 60 °C. Rozpusci¢ pozostatos¢ w 1,0 ml DMF (pkt
3.6), doda¢ 1,5 ml wody (pkt 3.1) i wymieszal. Przefiltrowa¢ przez filtr membranowy (pkt 4.4) zamontowany
na jednorazowej strzykawce (pkt 4.5). Przystapi¢ do oznaczania HPLC (pkt 5.3).

5.2.2. Premiksy

Odwazy¢, z dokladnoscig do 0,001 g, okolo 1 g prébki. Przenie$¢ do kolby stozkowej o pojemnosci 500 ml,
doda¢ 1,00 ml roztworu wzorca wewnetrznego (pkt 3.9.3), 200 ml rozpuszczalnika ekstrakcyjnego (pkt 3.12)
i zamkna¢ kolbe korkiem. Wstrzgsaé mieszaning na wstrzgsarce (pkt 4.1) przez noc. Pozostawi¢ na 10 minut
do odstania. Przenie$¢ podwielokrotng cze$¢ 10 000/p ml (p = zawarto$¢ nominalna diklazurilu w premiksie
w mg/kg) supernatantu do kolby okraglodennej o odpowiedniej pojemnosci. Odparowaé do osuszenia, pod
obnizonym ci$nieniem, w temperaturze 60 °C przy uzyciu wyparki rotacyjnej (pkt 4.3). Ponownie rozpusci¢
pozostatos¢ w 10,0 ml DMF (pkt 3.6), doda¢ 15,0 ml wody (pkt 3.1) i wymiesza¢. Przystapi¢ do oznaczania
HPLC (pkt 5.3).

5.3. Oznaczanie HPLC

5.3.1. Parametry

Ponizsze parametry podano jako przykladowe; inne parametry mogg by¢ zastosowane, o ile gwarantuja otrzy-
manie réwnowaznych lub lepszych wynikéw.

— Kolumna do chromatografii cieczowej (pkt 4.2.1): 100 x 4,6 mm, Hypersil ODS, wypelnienie 3 pm, lub réw-
nowazna

— Faza ruchoma
— Eluent A (pkt 3.13.1): wodny roztwor octanu amonu i wodorosiarczanu tetrabutyloamoniowego
— Eluent B (pkt 3.13.2): acetonitryl
— Eluent C (pkt 3.13.3): metanol

— Elucja — gradient liniowy
— warunki poczatkowe: A+ B+ C=60+20+20 (V+V+V)
— po 10 minutach elucja gradientowa przez 30 minut do: A + B+ C=45+20+ 35 (V+V +V)
— nastepnie ptukaé eluentem B przez 10 minut

— Predko$é przepltywu: 1,5-2 ml/min
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6.1.

6.2.

— Dozowana objetosé: 20 pl

— Dlugoé¢ fali przy detekeji: 280 nm

Sprawdzi¢ stabilno$¢ systemu chromatograficznego, dozujgc kilkakrotnie roztwoér kalibracyjny (pkt 3.10.2)
zawierajacy 2 pg/ml diklazurilu i wzorca wewnetrznego, az do uzyskania stalych wysokosci piku i czaséw reten-
gji.

Analiza chromatograficzna roztwordéw kalibracyjnych

Zadozowa¢ dwukrotnie 20 pl roztwordw kalibracyjnych (pkt 3.10.1, 3.10.2, 3.10.3, 3.10.4 i 3.10.5), zidentyfi-
kowac i zintegrowa¢ piki diklazurilu i wzorca wewnetrznego oraz sporzadzi¢ krzywa wzorcowy na podstawie
stosunku $redniej wysokosci lub powierzchni piku diklazurilu do $redniej wysokosci lub powierzchni piku
wzorca wewnetrznego w odniesieniu do stezenia diklazurilu w roztworach kalibracyjnych (ug/ml).

Analiza chromatograficzna roztworéw probki

Zadozowad dwukrotnie 20 pl roztworu probki (pkt 5.2.1 lub 5.2.2) i okresli¢ $rednig wysokos¢ (powierzchnig)
pikéw diklazurilu i wzorca wewngtrznego.

Obliczanie wynikéw

Mieszanki paszowe
Zawarto$¢ diklazurilu w probee (w mg/kg) oblicza si¢ wedlug nastgpujacego wzoru:

Wysokosé(d,s) , Powierzchnia(d,s) ,
W Wysokosc(i,s) . 1ov —lubw — Powierzchnia(i,s) —  1or
a m a m

gdzie:

— Wysoko$é(d,s) jest wysokoscig piku diklazurilu w roztworze prébki (pkt 5.2.1)

— Powierzchnia(d,s) jest powierzchnia piku diklazurilu w roztworze prébki (pkt 5.2.1)

— Wysoko$¢(i,s) jest wysokoscig piku wzorca wewnetrznego w roztworze probki (pkt 5.2.1)

— Powierzchnia(i,s) jest powierzchnig piku wzorca wewnetrznego w roztworze probki (pkt 5.2.1)

— b oznacza punkt przecigcia krzywej wzorcowej wykreslonej z roztwordw kalibracyjnych (pkt 3.10.1, 3.10.2,
3.10.3, 3.10.4 i 3.10.5) zgodnie z pkt 5.3.2

— a oznacza nachylenie krzywej wzorcowej wykreslonej z roztworéw kalibracyjnych (pkt 3.10.1, 3.10.2,
3.10.3, 3.10.4 i 3.10.5) zgodnie z pkt 5.3.2

— m oznacza masg nawazki gramach

— V oznacza konicowg objetos¢ ekstraktu probki w mililitrach po ponownym rozpuszczeniu zgodnie z pkt
5.2.1 (§. 2,5 ml)

Premiksy
Zawarto$¢ diklazurilu w prébee (w mg/kg) oblicza si¢ wedtug nastepujacego wzoru:

Wysokosé(d.s) , Powierzchnia(d,s) ,

W Wysokos¢(i,s) 0,02/ Powierzchnia(i,s)
a m

a

X X

x plubw = pler

*p
gdzie:

— Wysokosé(d,s) jest wysokoscig piku diklazurilu w roztworze probki (pkt 5.2.2)

— Powierzchnia(d,s) jest powierzchnig piku diklazurilu w roztworze prébki (pkt 5.2.2)

— Wysokos¢(i,s) jest wysokoscia piku wzorca wewnetrznego w roztworze probki (pkt 5.2.2)

— Powierzchnia(i,s) jest powierzchnig piku wzorca wewnetrznego w roztworze probki (pkt 5.2.2)
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— b oznacza punkt przecigcia krzywej wzorcowej wykreslonej z roztwordw kalibracyjnych (pkt 3.10.1, 3.10.2,
3.10.3, 3.10.4 i 3.10.5) zgodnie z pkt 5.3.2

— a oznacza nachylenie krzywej wzorcowej wykreslonej z roztwordw kalibracyjnych (pkt 3.10.1, 3.10.2,
3.10.3, 3.10.4 i 3.10.5) zgodnie z pkt 5.3.2

— m oznacza mas¢ nawazki gramach

— V oznacza koficowg objetos¢ ekstraktu probki w mililitrach po ponownym rozpuszczeniu zgodnie z pkt
5.2.2 (tj. 25 ml)

— p oznacza zawarto$¢ nominalng w mg/kg diklazurilu w premiksie
7. Sprawdzenie metody

7.1. Sprawdzenie tozsamosci

Tozsamo§¢ analitu moze by¢ potwierdzona przez chromatografie réwnolegly lub zastosowanie detektora diodo-
wego, przy uzyciu ktérego poréwnuje si¢ widma ekstraktu probki (pkt 5.2.1 lub 5.2.2) i roztworu kalibracyj-
nego (pkt 3.10.2).

7.1.1. Chromatografia réwnolegla

Ekstrakt probki (pkt 5.2.1 lub 5.2.2) wzbogaca si¢ przez dodanie odpowiedniej ilosci roztworu kalibracyjnego
(pkt 3.10.2). lloé¢ dodanego diklazurilu musi odpowiadaé ilosci diklazurilu znajdujacej si¢ w ekstrakcie probki.

Po uwzglednieniu zaréwno dodanej ilosci, jak i stopnia rozcieficzenia ekstraktu, zwigkszy¢ si¢ moze tylko wyso-
kos¢ piku diklazurilu i piku wzorca wewnetrznego. Szeroko$¢ piku w polowie jego wysokosci musi miescié sig
w granicach £ 10 % pierwotnej szerokosci piku diklazurilu lub piku wzorca wewnetrznego niewzbogaconego
ekstraktu probki.

7.1.2. Detekcja diodowa
Wiyniki ocenia si¢ wedtug nastepujgcych kryteriow:
a) dlugos¢ fali odpowiadajaca maksymalnej absorpcji widm prébki i wzorca zapisana w maksimum piku na
chromatogramie musi by¢ taka sama, w granicach marginesu okre$lonego zdolnoscia rozdzielczg systemu

detekeji. W przypadku detekeji diodowej zdolno$¢ rozdzielcza miesci sig zazwyczaj w granicach + 2 nm;

b) w zakresie od 230 do 320 nm widma probki i wzorca zapisane w maksimum piku na chromatogramie nie
moga si¢ r6zni¢ dla tych czesci widma w zakresie od 10 do 100 % wzglednej absorbangji. Kryterium jest
spelnione, jezeli wystepuja te same maksymalne wartosci i w ramach Zadnego z obserwowanych punktéw
rozbiezno$¢ migdzy dwoma widmami nie jest wigksza niz 15 % absorbancji wzorca analitycznego;

¢) w zakresie od 230 do 320 nm widma strony wstepujacej, maksimum i strony zstepujacej piku ekstraktu
prébki nie moga rézni¢ si¢ od siebie dla tych czesci widma w zakresie od 10 do 100 % absorbancji wzgled-
nej. Kryterium jest spelnione, jezeli wystepuja te same maksymalne warto$ci i w ramach zadnego z obserwo-
wanych punktow rozbieznos¢ migdzy widmami nie jest wigksza niz 15 % absorbancji widma maksimum
piku.

Jezeli jedno z tych kryteriéw nie jest spelnione, obecnos$¢ analitu nie jest potwierdzona.

7.2. Powtarzalnosé

Réznica pomigdzy wynikami dwdch niezaleznych pomiaréw wykonanych dla dwéch podprobek nie moze prze-
kraczaé:

— 30 % wzgledem wyzszej wartosci, dla zawartosci diklazurilu od 0,5 mg/kg do 2,5 mg/kg,
— 0,75 mg/kg dla zawartosci diklazurilu od 2,5 mg/kg do 5 mg/kg,

— 15 % wzgledem wyzszej wartosci, dla zawartosci diklazurilu powyzej 5 mg/kg.

7.3. Odzysk

W przypadku wzbogaconej (Slepej) probki odzysk musi wynosi¢ co najmniej 80 %.
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8. Wyniki poréwnania miedzylaboratoryjnego

Zorganizowano dwa poréwnania migdzylaboratoryjne. W pierwszym, przeprowadzonym przez inng grupe
laboratoriéw w 1994 ., zbadano probki dwéch premikséw (O 100, A 100) i trzy prébki mieszanek paszowych
uzupelniajgcych dla drobiu (L1, Z1, K1). Probke jednego premiksu wymieszano z matrycg organiczng (O 100),
a drugiego — z matryca nieorganiczng (A 100). Zawarto$¢ teoretyczna diklazurilu wynosita 100 mg/kg. Analize¢
kazdej prébki przeprowadzono raz lub dwukrotnie (bardziej szczegétowe informacje dotyczace pierwszego
poréwnania migdzylaboratoryjnego mozna znaleZé¢ w Journal of AOAC International, tom 77, nr 6, 1994,
s. 1359-1361).

W drugim poréwnaniu miedzylaboratoryjnym przeanalizowano trzy mieszanki paszowe dla drobiu zawierajace
diklazuril w stezeniach 0,9 mg/kg (MAT 1), 1,5 mg/kg (MAT 2) i Slepa probke paszy (MAT 3) (szczegdlowe
informacje dotyczace drugiego poréwnania mozna znalez¢ w sprawozdaniu technicznym JRC (2016) i w Journal
of AOAC International, tom 102, nr 2, 2019, s. 646—652). Wyniki obu poréwnan miedzylaboratoryjnych przed-
stawiono w ponizszej tabeli.

Probka Probka 20 . . . Prébka 6 Prébka 7 Prébka 8

1A 100 100 Probka 3 L1 | Probka 4 Z1 | Prébka 5K1 MAT 1 MAT 2 MAT 3
L 11 11 11 11 6 10 9 10
n 19 18 19 19 12 20 18 10
Srednia (mg/kg) 100,8 103,5 0,89 1,15 0,89 1,0 1,5 <LOQ
S, (mg/kg) 5,88 7,64 0,15 0,02 0,03 0,11 0,07 —
CV, (%) 5,83 7,38 17,32 1,92 3,34 11,2 4,5 —
Sk (mg/kg) 7,59 7,64 0,17 0,11 0,12 0,18 0,21 —
CVx (%) 7,53 7,38 18,61 9,67 13,65 18,1 14,3 —
Zawartos¢ 100 100 1,0 1,0 1,0 0,9 1,5 —
nomi-
nalna (mg/kg)
Zrédio (*) Pierwsze Pierwsze Pierwsze Pierwsze Pierwsze Drugie Drugie Drugie

poréwna- | poréwna- | poréwna- | poréwna- | poréwna- | poréwna- | poréwna- | poréwnanie
niez1 994 | niez1994 | niez1994 | niez1 994 | niez1994 | niez2015 | niez2015 z2015r.
T. T. T. T. T. T. T.

L= liczba laboratoriéw
n= liczba pojedynczych wartosci
S, = odchylenie standardowe powtarzalnosci
CV, = wspOlczynnik zmiennosci powtarzalnosci
Sk = odchylenie standardowe odtwarzalnosci
CVg = wspdlczynnik zmiennosci odtwarzalnosci
LOQ = granica oznaczalnoci

(*) Pierwsze poréwnanie z 1994 r.: Journal of AOAC International, tom 77, nr 6, 1994, s. 1359-1361; drugie poréwnanie
z 2015 r.: sprawozdanie techniczne JRC Re-validation of a method for the determination of diclazuril by collaborative study
[Ponowna walidacja metody oznaczania diklazurilu w ramach poréwnania migdzylaboratoryjnego] (2016).

9. Uwagi ogdlne
Nalezy uprzednio wykaza¢, ze reakcja diklazurilu jest liniowa w zakresie mierzonych stgzef.

Przynajmniej w przypadku analizy diklazurilu w mieszankach paszowych o wysokiej zawartosci tluszczu
(w tym przypadku przekraczajacej 12 % tluszczu) metode analityczng mozna zastgpi¢ innymi metodami opar-
tymi na HPLC, np. metodg wysokosprawnej chromatografii cieczowej sprzezonej ze spektrometrig mas
(HPLC-MS), pod warunkiem ze metoda alternatywna ma rownowazne parametry wydajnosci (stopiefl odzysku,
precyzja w warunkach powtarzalnosci i odtwarzalnosci).
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G) OZNACZANIE SOLI SODOWE] LASALOCIDU

Sél sodowa polieterowego kwasu karboksylowego wytwarzanego przez Streptomyces lasaliensis
Zawarto$¢ soli sodowej lasalocidu ma by¢ oznaczana z wykorzystaniem:

— metody analizy przewidzianej w normie EN 17299 Pasze: Metody pobierania probek i analiz — Badania
przesiewowe i oznaczanie zautoryzowanych kokcydiostatykéw na poziomie dodatkéw i 1 % oraz 3 %
zanieczyszczen krzyzowych a takze niezarejestrowanych kokcydiostatykéw oraz jednego antybiotyku
na poziomie pozostalosci w mieszankach paszowych metoda wysokosprawnej chromatografii cieczo-
wej — Detekcja tandemowym spektrometrem mas (LC-MS/MS) lub

— wysokosprawnej chromatografii cieczowej w odwréconym ukladzie faz (HPLC) z zastosowaniem
detektora spektrofluometrycznego (fluorescencyjnego), jak opisano w pkt 1-8 ponizej.

1. Cel i zakres stosowania metody

Metoda stuzy do oznaczania zawartosci soli sodowej lasalocidu w paszy. Granica wykrywalno$ci wynosi
5 mg/kg, granica oznaczalnosci wynosi 10 mg/kg.

2. Sposdb przeprowadzenia metody

S6l sodowa lasalocidu jest ekstrahowana z prébki zakwaszonym metanolem i oznaczana metodg wysokospraw-
nej chromatografii cieczowej w odwréconym ukladzie faz (HPLC) przy wykorzystaniu detektora spektrofluoro-
metrycznego (fluorescencyjnego).

3. Odczynniki

3.1. Diwodorofosforan potasu (KH,PO,)

3.2. Kwas ortofosforowy, w (w/w) = 85 %

3.3. Roztwor kwasu ortofosforowego, ¢ = 20 %

Rozcieficzy¢ 23,5 ml kwasu ortofosforowego (pkt 3.2) wodg do objetosci 100 ml.

3.4. 6-metylo-2-heptyloamina(1,5-dimetyloheksyloamina), w (w/w) = 99 %
3.5. Metanol do HPLC

3.6. Kwas chlorowodorowy, gestos¢ = 1,19 g/ml

3.7. Roztwér buforu fosforanowego, ¢ = 0,01 mol/l

Rozpusci¢ 1,36 g KH,PO, (pkt 3.1) w 500 ml wody (pkt 3.11), doda¢ 3,5 ml kwasu ortofosforowego (pkt 3.2)
i 10,0 ml 6-metylo-2-heptyloaminy (pkt 3.4). Dostosowal pH do 4,0 przy uzyciu roztworu kwasu ortofosforo-
wego (pkt 3.3) i rozcieficzy¢ wodg (pkt 3.11) do objetosci 1 000 ml.

3.8. Zakwaszony metanol

Przenie$¢ 5,0 ml kwasu chlorowodorowego (pkt 3.6) do kolby miarowej o pojemnosci 1 000 ml, uzupelni¢ do
pelnej objetosci kolby metanolem (pkt 3.5) i wymieszac. Roztwér przygotowad bezposrednio przed uzyciem.

3.9. Faza ruchoma HPLC: roztwér buforu fosforanowego i metanolu w stosunku 5 + 95 (V +V)

Zmiesza¢ 5 ml roztworu buforu fosforanowego (pkt 3.7) i 95 ml metanolu (pkt 3.5).

3.10. Substancja wzorcowa soli sodowej lasalocidu o gwarantowanej czystosci, C34Hs;05Na (sél sodowa polietero-
wego kwasu karboksylowego wytwarzanego przez Streptomyces lasaliensis), E 763.

3.10.1.  Podstawowy roztwor wzorcowy soli sodowej lasalocidu, 500 pg/ml

Zwazy¢, z dokladnoscig do 0,1 mg, 50 mg soli sodowej lasalocidu (pkt 3.10) do kolby miarowej o pojemnosci
100 ml, rozpusci¢ w zakwaszonym metanolu (pkt 3.8), uzupelni¢ do pelnej objetosci kolby tym samym roz-
puszczalnikiem i zmiesza¢. Roztwor przygotowal bezposrednio przed uzyciem.
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3.10.2.

3.10.3.

4.1.

4.2.

4.3.

5.1.2.

5.2.

5.2.1.

Poéredni roztwér wzorcowy soli sodowej lasalocidu, 50 ug/ml

Przenie$¢ pipeta 10,0 ml podstawowego roztworu wzorcowego soli sodowej lasalocidu (pkt 3.10.1) do kolby
miarowej o pojemnosci 100 ml, uzupekié do pelnej objetosci kolby zakwaszonym metanolem (pkt 3.8) i zmie-
szal. Roztwor przygotowac bezposrednio przed uzyciem.

Roztwory kalibracyjne

Do kolb miarowych o pojemnosci 50 ml przenies¢ 1,0, 2,0, 4,0, 5,0 i 10,0 ml posredniego roztworu wzorco-
wego (pkt 3.10.2). Uzupehi¢ do pelnej objetosci kolb zakwaszonym metanolem (pkt 3.8) i zmieszaé. Roztwory
te odpowiadaja odpowiednio 1,0, 2,0, 4,0, 5,0 i 10,0 pg soli sodowej lasalocidu w 1 ml. Roztwory sporzadzié
bezposrednio przed uzyciem.

Woda do HPLC

Aparatura i sprzet

Laznia ultradzwickowa (lub faZnia wodna z wytrzasaniem), z mozliwoscia kontroli temperatury
Filtry membranowe, 0,45 um

Zestaw HPLC z systemem dozowania, umozliwiajacy dozowanie 20 pl

Kolumna do chromatografii cieczowej, 125 mm x 4 mm, w odwréconym ukladzie faz C,g, wypelnienie 5 pm
lub réwnowazna

Spektrofluorymetr z regulacjg dtugosci fali wzbudzenia i emisji
Sposéb postepowania
Wskazéwki ogolne

Slepa probka paszy

W celu przeprowadzenia testu odzysku (pkt 5.1.2) nalezy przeprowadzi¢ analizg $lepej probki paszy, aby spraw-
dzi¢, czy badana pasza nie zawiera soli sodowej lasalocidu i substancji interferujacych. Slepa probka paszy musi
by¢ podobnego rodzaju co probka badana i nie moze zawiera¢ lasalocidu sodu ani interferujacych substancji.

Test odzysku

Nalezy przeprowadzic test odzysku, analizujac $lepa probke paszy wzbogacong znang iloscig soli sodowej lasa-
locidu, zblizong do tej, ktdra znajduje si¢ w prébee. Aby wzbogacic na poziomie 100 mg/kg, przenies¢ 10,0 ml
podstawowego roztworu wzorcowego (pkt 3.10.1) do kolby stozkowej o pojemnosci 250 ml i odparowa¢ roz-
twor do objetosci okoto 0,5 ml. Dodaé 50 g paszy uzytej do $lepej prébki, dokladnie wymieszaé i pozostawid
na 10 minut, a nastepnie kilkakrotnie zamiesza¢ i przej$¢ do etapu ekstrakgji (pkt 5.2).

Jezeli nie mozna przeprowadzi¢ badania $lepej probki paszy podobnego rodzaju co prébka badana (zob. pkt
5.1.1), mozna przeprowadzi¢ test odzysku, stosujac metode¢ dodawania wzorca. W tym przypadku przezna-
czona do analizy probka jest wzbogacana znang iloscig soli sodowej lasalocidu, o masie zblizonej do tej, ktéra
znajduje si¢ w analizowanej probce. Probke te poddaje si¢ analizie wraz z niewzbogacong prébka, a odzysk obli-
cza si¢ przez odjecie od probki wzbogaconej masy prébki niewzbogaconej.

Ekstrakcja

Pasze

Zwazy¢, z dokladnoscig do 0,01 g, od 5 do 10 g probki do kolby stozkowej o pojemnosci 250 ml wyposazonej
w korek. Doda¢ przy uzyciu pipety 100,0 ml zakwaszonego metanolu (pkt 3.8). Zamknaé luzno korkiem
i zamieszal w celu rozproszenia. Umiesci¢ kolbe w lazni ultradzwigckowej (pkt 4.1) w temperaturze okoto
40 °C na 20 minut, nastgpnie wyjac i schlodzi¢ do temperatury pokojowej. Pozostawi¢ kolbe na okoto godzine,
dopoki zawiesina nie opadnie, nastepnie przefiltrowaé podwielokrotna czgs¢ przez filtr membranowy 0,45 pm
(pkt 4.2) do odpowiedniego naczynia. Przystapi¢ do oznaczania HPLC (pkt 5.3).
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5.2.2. Premiksy

Odwazy¢, z dokladnoscig do 0,001 g, okolo 2 g nierozdrobnionego premiksu do kolby miarowej o pojemnosci
250 ml. Doda¢ 100,0 ml zakwaszonego metanolu (pkt 3.8) i zamiesza¢ w celu rozproszenia. Umiesci¢ kolbe
z zawartoscig w fazni ultradzwigkowej (pkt 4.1) w temperaturze okoto 40 °C na 20 minut, nastgpnie wyjac
i schlodzi¢ do temperatury pokojowej. Rozcienczy¢ do pelnej objetosci zakwaszonym metanolem (pkt 3.8)
i dokladnie wymiesza¢. Pozostawi¢ kolb¢ na godzing, dopdki zawiesina nie opadnie, nastgpnie przefiltrowac
podwielokrotng cze$¢ przez filtr membranowy 0,45 pum (pkt 4.2). Rozcieficzy¢ odpowiednig objetosé klarow-
nego filtratu przy uzyciu zakwaszonego metanolu (pkt 3.8) w celu otrzymania finalnego roztworu do badan
zawierajacego okoto 4 pg/ml soli sodowej lasalocidu. Przystapi¢ do oznaczania HPLC (pkt 5.3).

5.3. Oznaczanie HPLC

5.3.1. Parametry

Ponizsze parametry podano jako przykladowe; inne parametry moga by¢ zastosowane, o ile pozwalajg uzyskaé
réwnowazne wyniki:

Kolumna do chromatografii 125 mm x 4 mm, w odwréconym ukladzie faz C, g, wypelnienie 5 pm lub

cieczowej (pkt 4.3.1): réwnowazna

Faza ruchoma (pkt 3.9): Mieszanina roztworu buforu fosforanowego (pkt 3.7) i metanolu (pkt 3.5),
5+95(V+V)

Predkos¢ przeplywu: 1,2 ml/min

Dlugos¢ fali przy detekji: Wzbudzenie: 310 nm

Emisja: 419 nm
Dozowana objeto$é: 20 pl
Sprawdzi¢ stabilno$¢ systemu chromatograficznego, dozujac kilkakrotnie roztwér kalibracyjny (pkt 3.10.3)
zawierajacy 4,0 pg/ml, az do uzyskania stalych wysokosci (powierzchni) piku i czaséw retencji.
5.3.2. Krzywa kalibracyjna

Zadozowa( kilka razy kazdy z roztwordw kalibracyjnych (pkt 3.10.3) i okresli¢ $rednie wysokosci (powierzch-
nie) piku dla kazdego stezenia. Wykresli¢ krzywa kalibracyjna, odkladajac Srednie wysokosci (powierzchnie)
piku na osi rzednych oraz odpowiadajace im stezenia w pg/ml na osi odcigtych.

5.3.3. Roztwor prébki

Zadozowa( kilka razy ekstrakty prébki (pkt 5.2.1 lub 5.2.2), stosujac taka samg objetos¢ jak przy roztworach
kalibracyjnych, i okresli¢ $rednig wysoko$¢ (powierzchnie) piku dla pikéw soli sodowej lasalocidu.

6. Obliczanie wynikéw

Na podstawie $redniej wysokosci (powierzchni) piku otrzymanej po zadozowaniu roztworu probki (pkt 5.3.3)
okresli¢ stezenie soli sodowej lasalocidu (w pg/ml), odnoszac si¢ do krzywej kalibracyjne;j.

6.1. Pasze

Zawarto$¢ soli sodowej lasalocidu: w (mg/kg) w probee oblicza si¢ wedlug nastepujacego wzoru:

x v
w ="t [mg/kg]
gdzie:
c= stezenie w ug/ml soli sodowej lasalocidu w roztworze prébki (pkt 5.2.1)
V, = objeto$¢ w ml ekstraktu probki zgodnie z pkt 5.2.1 (tj. 100)
m = masa nawazki w g
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6.2.

7.1.

7.1.1.

7.2.

7.3.

Premiksy

Zawarto$¢ soli sodowej lasalocidu: w (mg/kg) w probee oblicza si¢ wedlug nastepujacego wzoru:

w =S g
gdzie:
c= stezenie w ug/ml soli sodowej lasalocidu w roztworze prébki (pkt 5.2.2)
V,= objeto$¢ w ml ekstraktu probki zgodnie z pkt 5.2.2 (tj. 250)
f= wsp6lczynnik rozcieficzania zgodny z pkt 5.2.2
m= masa nawazki w g

Sprawdzenie metody

Sprawdzenie tozsamosci

Metody bazujace na detekeji spektrofluorometrycznej sa mniej podatne na interferencje niz metody z zastosowa-
niem detekcji UV. Tozsamo$¢ analitu moze by¢ potwierdzona przez chromatografie rownolegla.
Chromatografia réwnolegla

Ekstrakt probki (pkt 5.2.1 lub 5.2.2) jest wzbogacany odpowiednig iloscig roztworu kalibracyjnego (pkt 3.10.3).
Ios¢ dodanej soli sodowej lasalocidu musi odpowiadac ilosci soli sodowej lasalocidu w ekstrakcie probki. Po
uwzglednieniu ilo$ci dodanej soli sodowej lasalocidu i rozcieficzenia ekstraktu zwigkszy¢ si¢ moze tylko wyso-
kos¢ piku soli sodowej lasalocidu. Szeroko$¢ piku w polowie wysokosci musi miescic si¢ w zakresie + 10 % ory-
ginalnej szerokosci piku niewzbogaconego ekstraktu probki.

Powtarzalnosé

Réznica pomigdzy wynikami dwdch réwnoleglych oznaczen wykonanych dla tej samej probki nie moze prze-
kraczac:

— 15 % wzgledem wyzszej wartosci, dla zawartosci soli sodowej lasalocidu od 30 mg/kg do 100 mg/kg,
— 15 mg/kg dla zawartosci soli sodowej lasalocidu od 100 mg/kg do 200 mg/kg,

— 7,5 % wzgledem wyzszej warto$ci, dla zawartosci soli sodowej lasalocidu powyzej 200 mg/kg.

Odzysk

W przypadku wzbogaconej (Slepej) probki paszy odzysk nie moze by¢ nizszy niz 80 %. W przypadku wzboga-
conych prébek premikséw odzysk nie moze by¢ nizszy niz 90 %.

Wyniki poréwnania miedzylaboratoryjnego

W ramach poréwnania migdzylaboratoryjnego (*) laboratoriéw przeprowadzito analiz¢ 2 premikséw (probki 1

i 2) oraz 5 pasz (probki 3-7). Analiz¢ kazdej prébki przeprowadzono dwukrotnie. W ponizszej tabeli podano
wyniki przeprowadzonych badan.

Prébka 1 Prébka 2 Prébka 3 Prébka 4 Prébka 5 Prébka 6 Prébka 7
Premiks dla | Premiks dla Sruty dla Granulki Pasza dla Pasza dla Pasza dla
kurczat indykow indykéw dla kurczat indykéw drobiu A drobiu B
L 12 12 12 12 12 12 12
n 23 23 23 23 23 23 23
Srednia [mg/kg] 5050 16 200 76,5 78,4 92,9 48,3 32,6
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3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

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 4,00 5,37
sk [mg/kg] 286 883 3,85 7,32 5,29 3,47 3,49
CVy [%] 5,66 5,45 5,03 9,34 5,69 7,18 10,70
Zawarto$¢

nomi- 5000 (**) | 16000 (**) 80 (**) 105 (*) 120 (*¥) 50 () 35 ()
nalna [mg/kg]

L= liczba laboratoriow

n= liczba poszczegdlnych wynikéw

8= odchylenie standardowe powtarzalnosci

Sr= odchylenie standardowe odtwarzalnosci

Cv,= wspolczynnik zmiennosci powtarzalnosci w %

CVi= wspotczynnik zmiennosci odtwarzalnosci w %

* Analystnr 1202 1995 r., s. 2175-2180.

(**) Zawarto$¢ zadeklarowana przez producenta.

() Pasza przygotowana w laboratorium.

H) OZNACZANIE CHLOROWODORKU AMPROLIUM

monochlorowodorek chlorku 1-[(4-amino-2-propylo-5-pirymidynylo)metylo]-2-metylopirydyny

Cel i zakres stosowania metody

Metoda stuzy do oznaczania zawarto$ci amprolium w paszy. Granica wykrywalnosci wynosi 1 mg/kg, granica
oznaczalnosci wynosi 5 mg/kg.

Sposéb przeprowadzenia metody

Prébka jest ekstrahowana mieszaning metanolu i wody. Po rozcieficzeniu fazg ruchoma i filtrowaniu przez filtr
membranowy zawarto$¢ amprolium jest oznaczana metoda kationowymiennej wysokosprawnej chromatografii
cieczowej (HPLC) przy wykorzystaniu detektora UV.

Odczynniki
Metanol

Acetonitryl do HPLC
Woda do HPLC

Roztwér diwodorofosforanu sodu, ¢ = 0,1 mol/l

Rozpusci¢ 13,80 g monohydratu diwodorofosforanu sodu w wodzie (pkt 3.3) w kolbie miarowej o pojemnosci
1 000 ml, uzupehié¢ do pelnej objetosci kolby woda (pkt 3.3) i wymieszac.

Roztwor nadchloranu sodu, ¢ = 1,6 mol/l

Rozpusci¢ 224,74 g monohydratu nadchloranu sodu w wodzie (pkt 3.3) w kolbie miarowej o pojemnosci
1 000 ml, uzupehic¢ do pelnej objetosci kolby woda (pkt 3.3) i wymieszac.

Faza ruchoma do HPLC (zob. objasnienia pkt 9.1)

Mieszanina acetonitrylu (pkt 3.2), roztworu diwodorofosforanu sodu (pkt 3.4) i roztworu nadchloranu sodu
(pkt 3.5), 450 + 450 + 100 (v+v+v). Przed uzyciem przefiltrowaé przez filtr membranowy 0,22 pm (pkt 4.3)
i odgazowac roztwor (np. przy zastosowaniu fazni ultradzwigckowej (pkt 4.4) co najmniej przez 15 minut).

Substancja wzorcowa: czyste amprolium, chlorek 1-[(4-amino-2-propylo-5-pirymidynylo)metylo]-2-metylopi-
rydyny, E 750 (zob. pkt 9.2)
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3.8.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

5.1.2.

Podstawowy roztwor wzorcowy amprolium, 500 ug/ml

Odwazy¢, z dokladnoscig do 0,1 mg, 50 mg amprolium (pkt 3.7) do kolby miarowej o pojemnosci 100 ml, roz-
pusci¢ w 80 ml metanolu (pkt 3.1) i umieéci¢ kolbe na 10 minut w fazni ultradzwickowej (pkt 4.4). Nastepnie
doprowadzi¢ roztwér do temperatury pokojowej, uzupehnic do pelnej objetosci kolby woda i zmieszaé. Roztwor
w temperaturze < 4 °C zachowuje stabilno$¢ przez miesigc.

Posredni roztwér wzorcowy amprolium, 50 pg/ml

Przenie$¢ pipeta 5,0 ml podstawowego roztworu wzorcowego (pkt 3.7.1) do kolby miarowej o pojemnosci
50 ml, uzupei¢ do pelnej objetosci kolby rozpuszczalnikiem ekstrakcyjnym (pkt 3.8) i wymieszaé. Roztwor
w temperaturze < 4 °C zachowuje stabilno$¢ przez miesigc.

Roztwory kalibracyjne

Przenie$¢ 0,5, 1,0 i 2,0 ml posredniego roztworu wzorcowego (pkt 3.7.2) do kolb miarowych o pojemnosci
50 ml. Uzupehi¢ do pelnej objetosci fazg ruchoma (pkt 3.6) i wymieszaé. Roztwory odpowiadaja odpowiednio
0,5, 1,01 2,0 pg/ml amprolium. Roztwory sporzadzi¢ bezposrednio przed uzyciem.

Rozpuszczalnik ekstrakeyjny

Mieszanina metanolu (pkt 3.1) i wody, 2 + 1 (v + v)
Aparatura i sprzet
Zestaw HPLC z systemem dozowania, umozliwiajacy dozowanie 100 pl

Kolumna do chromatografii cieczowej o wymiarach 125 mm x 4 mm, wymieniacz kationowy Nucleosil 10 SA,
wypehienie 5 lub 10 pm, lub réwnowazna

Detektor UV z regulacja dtugosci fali lub detektor diodowy
Filtr membranowy, PTFE, 0,45 pm

Filtr membranowy, 0,22 pm

Laznia ultradZwiekowa

Wiytrzasarka mechaniczna lub mieszadlo magnetyczne
Sposéb postepowania

Wskazéwki ogdlne

Slepa probka paszy

W celu przeprowadzenia testu odzysku (pkt 5.1.2) nalezy przeprowadzi¢ analize $lepej probki paszy, aby spraw-
dzi¢, czy nie zawiera ona amprolium i substangji interferujgcych. Slepa prébka paszy musi by¢ podobnego
rodzaju co prébka badana, a jej analiza nie moze potwierdza¢ obecnosci amprolium lub substangji interferuja-
cych.

Test odzysku

Nalezy przeprowadzi¢ test odzysku, analizujac Slepa probke paszy wzbogacong znang iloscig amprolium, zbli-
zong do tej, ktéra znajduje si¢ w analizowanej prébce. Aby wzbogaci¢ na poziomie 100 mg/kg, doda¢ 10,0 ml
podstawowego roztworu wzorcowego (pkt 3.7.1) do kolby stozkowej o pojemnosci 250 ml i odparowaé roz-
twor do objetosci okoto 0,5 ml. Doda¢ 50 g paszy przeznaczonej do $lepej probki, dokladnie wymieszac i pozos-
tawi¢ na 10 minut, a nastepnie kilkakrotnie zamieszac i przej$¢ do etapu ekstrakeji (pkt 5.2).

Jezeli nie mozna przeprowadzi¢ badania $lepej probki paszy podobnego rodzaju co prébka badana (zob. pkt
5.1.1), mozna przeprowadzi¢ test odzysku, stosujac metode dodawania wzorca. W tym przypadku przezna-
czona do analizy probka jest wzbogacana znang iloScig amprolium, zblizong do tej, ktéra znajduje si¢ w analizo-
wanej probcee. Probke te poddaje si¢ analizie wraz z niewzbogacona probka, a odzysk moze by¢ obliczony przez
odjecie od probki wzbogaconej masy préobki niewzbogaconej.
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5.2. Ekstrakcja

5.2.1. Premiksy (zawarto$§¢é amprolium < 1 %) i pasza

Odwazy¢, z dokladnoscig do 0,01 g, od 5 do 40 g prébki, w zaleznosci od zawartosci amprolium, do kolby stoz-
kowej o pojemnosci 500 ml i doda¢ 200 ml rozpuszczalnika ekstrakcyjnego (pkt 3.8). Umiesci¢ kolbe w lazni
ultradZwickowej (pkt 4.4) na 15 minut. Wyja¢ kolbe z tazni i wstrzasaé nig przez godzing na wstrzasarce lub
mieszadle magnetycznym (pkt 4.5). Rozcieficzy¢ podwielokrotna czgs$¢ ekstraktu fazg ruchoma (pkt 3.6) do
zawarto$ci amprolium od 0,5 do 2 pg/ml i wymiesza¢ (zob. objasnienia pkt 9.3). Przefiltrowaé od 5 do 10 ml
rozcieficzonego roztworu przez filtr membranowy (pkt 4.2). Przystapi¢ do oznaczania HPLC (pkt 5.3).

5.2.2. Premiksy (zawarto$§¢ amprolium > 1 %)

Odwazy¢, z dokladnoscig do 0,001 g, od 1 do 4 g premiksu, w zaleznosci od zawarto$ci amprolium, do kolby
stozkowej o pojemnosci 500 ml i doda¢ 200 ml rozpuszczalnika ekstrakcyjnego (pkt 3.8). Umiesci¢ kolbe
w lazni ultradzwigkowej (pkt 4.4) na 15 minut. Wyja¢ kolbe z faZzni i wstrzgsaé nig przez godzing na wstrzgsarce
lub mieszadle magnetycznym (pkt 4.5). Rozcieficzy¢ podwielokrotna czgs¢ ekstraktu fazg ruchoma (pkt 3.6) do
zawarto$ci amprolium od 0,5 do 2 pg/ml i wymieszaé. Przefiltrowac od 5 do 10 ml rozcieficzonego roztworu
przez filtr membranowy (pkt 4.2). Przystapi¢ do oznaczania HPLC (pkt 5.3).

5.3. Oznaczanie HPLC

5.3.1. Parametry:

Ponizsze parametry podano jako przykladowe; inne parametry moga by¢ zastosowane, o ile gwarantujg otrzy-
manie rownowaznych wynikéw.

Kolumna do chromatografii 125 mm x 4 mm, wymieniacz kationowy Nucleosil 10 SA, wypelnienie 5

cieczowej (pkt 4.1.1): lub 10 pm, lub réwnowazna

Faza ruchoma (pkt 3.6): mieszanina acetonitrylu (pkt 3.2), roztworu diwodorofosforanu sodu (pkt
3.4) i roztworu nadchloranu sodu (pkt 3.5), 450 + 450 + 100 (v + v + V)

Predkos¢ przeplywu: 0,7-1 ml/min

Dlugos¢ fali przy detekji: 264 nm

Dozowana objetosc: 100 pl

Sprawdzi¢ stabilno$¢ systemu chromatograficznego, dozujac kilkakrotnie roztwér kalibracyjny (pkt 3.7.3)
zawierajgcy 1,0 pg/ml, az do uzyskania stalych wysokosci piku i czaséw retencji.

5.3.2. Krzywa kalibracyjna
Zadozowa( kilka razy kazdy z kalibracyjnych roztworéw (pkt 3.7.3) i okresli¢ $rednie wysokosci (powierzchnie)

piku dla kazdego stezenia. Wykresli¢ krzywa kalibracyjna, odkladajgc Srednie wysokosci (powierzchnie) pikow
roztworéw kalibracyjnych na osi rzgdnych i odpowiadajace im stezenia w ug/ml na osi odcigtych.

5.3.3. Roztwor probki

Zadozowa( kilka razy ekstrakt probki (pkt 5.2), stosujac taka sama objeto$c jak przy roztworach kalibracyjnych,
i okresli¢ $rednig wysoko$¢ (powierzchnie) piku dla pikéw amprolium.

6. Obliczanie wynikow

Na podstawie Sredniej wysokosci (powierzchni) pikéw amprolium roztworu prébki okresli¢ stezenie roztworu
probki w pg/ml, odnoszac si¢ do krzywej kalibracyjnej (pkt 5.3.2).

Zawarto$¢ amprolium: w (w mg/kg) prébki oblicza si¢ wedlug nastgpujacego wzoru:

\Y% f
xnix[

W= mg/kg|
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7.1.

7.1.1.

7.2.

7.3.

gdzie:
= objeto$¢ rozpuszczalnika ekstrakcyjnego w ml (pkt 3.8) zgodnie z pkt 5.2 (tj. 200 ml)
c= stezenie amprolium w pg/ml w ekstrakcie prébki (5.2)
f= wspolczynnik rozcieficzania zgodny z pkt 5.2
m= masa nawazki w g

Sprawdzenie metody

Sprawdzenie tozsamosci

Tozsamo$¢ analitu moze by¢ potwierdzona przez chromatografie rownolegla lub zastosowanie detektora diodo-
wego, przy uzyciu ktérego poréwnuje si¢ widma ekstraktu probki (pkt 5.2) i roztworu kalibracyjnego (pkt 3.7.3)
zawierajgcego 2,0 pg/ml.

Chromatografia réwnolegla

Ekstrakt prébki (pkt 5.2) wzbogaca si¢ przez dodanie odpowiedniej iloSci roztworu kalibracyjnego (pkt 3.7.3).
Ilo$¢ dodanego amprolium musi odpowiadac ilosci amprolium znajdujacej si¢ w ekstrakcie probki.

Po uwzglednieniu zaréwno dodanej iloéci, jak i rozcieficzenia ekstraktu, zwigkszy¢ si¢ moze tylko wysokosé

piku amprolium. Szerokos¢ piku w polowie jego wysokosci musi miescic si¢ w granicach £ 10 % pierwotnej sze-

rokosci piku amprolium niewzbogaconego ekstraktu probki.

Detekcja diodowa

Wyniki ocenia si¢ wedlug nastepujacych kryteriéw:

a) dlugos¢ fali odpowiadajaca maksymalnej absorpcji widm prébki i wzorca zapisana w maksimum piku na
chromatogramie musi by¢ taka sama, w granicach marginesu okreslonego zdolnoscia rozdzielczg systemu

detekeji. W przypadku detekeji diodowej zdolno$¢ rozdzielcza miesci sig¢ zazwyczaj w granicach + 2 nm;

b) w zakresie od 210 do 320 nm widma prébki i wzorca zapisane w maksimum piku na chromatogramie nie
mogg si¢ r6znic dla tych czesci widma w zakresie od 10 do 100 % wzglednej absorbangji. Kryterium jest
spelnione, jezeli wystepuja te same maksymalne warto$ci i w ramach zadnego z obserwowanych punktéw
rozbiezno$¢ migdzy dwoma widmami nie jest wigksza niz 15 % absorbancji wzorca analitycznego;

¢) w zakresie od 210 do 320 nm widma strony wstepujacej, maksimum i strony zstepujacej piku ekstraktu
probki nie mogg réznic si¢ od siebie dla tych cze$ci widma w zakresie od 10 do 100 % absorbancji wzgled-
nej. Kryterium jest spelnione, jezeli wystepuja te same maksymalne warto$ci i w ramach zadnego z obserwo-
wanych punktoéw rozbiezno$¢ migdzy widmami nie jest wigksza niz 15 % absorbancji widma maksimum

piku.

Jezeli jedno z tych kryteriéw nie jest spelnione, obecnos$¢ analitu nie jest potwierdzona.

Powtarzalnosé

Réznica pomigedzy wynikami dwéch réwnoleglych oznaczen wykonanych dla tej samej probki nie moze prze-
kraczaé:

— 15 % wzgledem wyzszej wartosci dla zawartosci amprolium od 25 mg/kg do 500 mg/kg,
— 75 mg/kg dla zawarto$ci amprolium od 500 do 1 000 mg/kg,

— 7,5 % wzgledem wyzszej wartosci dla zawartosci amprolium powyzej 1 000 mg/kg.

Odzysk
W przypadku wzbogaconej (Slepej) probki odzysk musi wynosi¢ co najmniej 90 %.

Wyniki poréwnania mi¢dzylaboratoryjnego

W ramach poréwnania miedzylaboratoryjnego przeprowadzono analize trzech pasz dla drobiu (prébki 1-3),
mieszanki paszowej mineralnej (probka 4) i premiksu (probka 5). W ponizszej tabeli podano wyniki przeprowa-
dzonych badan.
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Probka 1 Glepa | p s 2 Prébka 3 Prébka 4 Prébka 5
probka paszy)
L 14 14 14 14 15
n 56 56 56 56 60
Srednia [mg/kg] - 45,5 188 5129 25140
s, [mg/kg] - 2,26 3,57 178 550
CVr [%] - 4,95 1,90 3,46 2,20
s [mg/kg] - 2,95 11,8 266 760
CVy [%] - 6,47 6,27 5,19 3,00
Zawarto$¢ - 50 200 5000 25000
nominalna [mg/kg]
L: liczba laboratoriow
n: liczba pojedynczych wartosci
Se odchylenie standardowe powtarzalnosci
CVy: wspotczynnik zmiennosci powtarzalnosci
Sk: odchylenie standardowe odtwarzalnosci
CVg: wspOlczynnik zmiennosci odtwarzalnosci
9. Objasnienia
9.1. Jezeli probka zawiera tiaming, pik tiaminy na chromatogramie ukazuje si¢ na krotko przed pikiem amprolium.

W tej metodzie amprolium i tiaming nalezy rozdzieli¢. Jezeli amprolium i tiamina nie zostang rozdzielone
w kolumnie (pkt 4.1.1) uzytej w tej metodzie, zastapi¢ do 50 % acetonitrylu fazy ruchomej (pkt 3.6) metanolem.

9.2. Wedlug Farmakopei Brytyjskiej widmo roztworu amprolium: (c = 0,02 mol/l) w kwasie chlorowodorowym (c =
0,1 mol/l) wykazuje maksima przy 246 nm i 262 nm. Absorbancja musi wynies$¢ 0,84 przy 246 nm i 0,80 przy
262 nm.

9.3. Ekstrakt zawsze rozcieficza si¢ fazg ruchoma, gdyz w przeciwnym razie czas retencji piku amprolium moze sie

znacznie przesung¢ z uwagi na zmiany sily jonowe;j.

) OZNACZANIE NARAZYNY
Zawarto$¢ narazyny ma by¢ oznaczana z wykorzystaniem:

— metody analizy przewidzianej w normie EN 17299 Pasze: Metody pobierania probek i analiz — Badania
przesiewowe i oznaczanie zautoryzowanych kokcydiostatykow na poziomie dodatkéw i 1 % oraz 3 %
zanieczyszczen krzyzowych a takze niezarejestrowanych kokcydiostatykéw oraz jednego antybiotyku
na poziomie pozostatosci w mieszankach paszowych metodg wysokosprawnej chromatografii cieczo-
wej — Detekcja tandemowym spektrometrem mas (LC-MS/MS) lub

— metody okreslonej w normie EN ISO 14183 Pasze — Oznaczanie zawarto$ci monenzyny, narazyny
i salinomycyny — Metoda chromatografii cieczowej z derywatyzacja pokolumnows.

J) OZNACZANIE NIKARBAZYNY
Zawarto$¢ nikarbazyny ma by¢ oznaczana z wykorzystaniem:

— metody analizy przewidzianej w normie EN 17299 Pasze: Metody pobierania probek i analiz — Badania
przesiewowe i oznaczanie zautoryzowanych kokcydiostatykéw na poziomie dodatkéw i 1 % oraz 3 %
zanieczyszczen krzyzowych a takze niezarejestrowanych kokcydiostatykéw oraz jednego antybiotyku
na poziomie pozostalosci w mieszankach paszowych metoda wysokosprawnej chromatografii cieczo-
wej — Detekcja tandemowym spektrometrem mas (LC-MS/MS) lub
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— metody okreslonej w normie EN 15782 Pasze — Oznaczanie nikarbazyny — Metoda wysokosprawnej
chromatografii cieczowej.

K) OZNACZANIE DEKOKWINATU
Zawarto$¢ dekokwinatu ma by¢ oznaczana z wykorzystaniem:

— metody analizy przewidzianej w normie EN 17299 Pasze: Metody pobierania probek i analiz — Badania
przesiewowe i oznaczanie zautoryzowanych kokcydiostatykow na poziomie dodatkoéw i 1 % oraz 3 %
zanieczyszczen krzyzowych a takze niezarejestrowanych kokcydiostatykéw oraz jednego antybiotyku
na poziomie pozostatoici w mieszankach paszowych metoda wysokosprawnej chromatografii cieczo-
wej — Detekcja tandemowym spektrometrem mas (LC-MS/MS) lub

— metody okre$lonej w normie EN 16162 Pasze — Oznaczanie dekokwinatu metodg HPLC z detekcja
fluorescencyjng.
L) OZNACZANIE MONENZYNY
Zawarto$¢ monenzyny ma by¢ oznaczana z wykorzystaniem:

— metody analizy przewidzianej w normie EN 17299 Pasze: Metody pobierania probek i analiz — Badania
przesiewowe i oznaczanie zautoryzowanych kokcydiostatykow na poziomie dodatkéw i 1 % oraz 3 %
zanieczyszczen krzyzowych a takze niezarejestrowanych kokcydiostatykéw oraz jednego antybiotyku
na poziomie pozostatoici w mieszankach paszowych metoda wysokosprawnej chromatografii cieczo-
wej — Detekcja tandemowym spektrometrem mas (LC-MS/MS) lub

— metody okre$lonej w normie EN ISO 14183 Pasze — Oznaczanie zawarto$ci monenzyny, narazyny
i salinomycyny — Metoda chromatografii cieczowej z derywatyzacja pokolumnowsa.

M) OZNACZANIE SALINOMYCYNY
Zawarto$¢ salinomycyny ma by¢ oznaczana z wykorzystaniem:

— metody analizy przewidzianej w normie EN 17299 Pasze: Metody pobierania probek i analiz — Badania
przesiewowe i oznaczanie zautoryzowanych kokcydiostatykow na poziomie dodatkoéw i 1 % oraz 3 %
zanieczyszczen krzyzowych a takze niezarejestrowanych kokcydiostatykéw oraz jednego antybiotyku
na poziomie pozostatoici w mieszankach paszowych metoda wysokosprawnej chromatografii cieczo-
wej — Detekcja tandemowym spektrometrem mas (LC-MS/MS) lub

— metody okreslonej w normie EN ISO 14183 Pasze — Oznaczanie zawarto$ci monenzyny, narazyny
i salinomycyny — Metoda chromatografii cieczowej z derywatyzacja pokolumnowsa.

N) OZNACZANIE SEMDURAMYCYNY
Zawarto$¢ semduramycyny ma by¢ oznaczana z wykorzystaniem:

. metody analizy przewidzianej w normie EN 17299 Pasze: Metody pobierania probek i analiz — Badania
przesiewowe i oznaczanie zautoryzowanych kokcydiostatykoéw na poziomie dodatkoéw i 1 % oraz 3 %
zanieczyszczen krzyzowych a takze niezarejestrowanych kokcydiostatykéw oraz jednego antybiotyku
na poziomie pozostatoici w mieszankach paszowych metoda wysokosprawnej chromatografii cieczo-
wej — Detekcja tandemowym spektrometrem mas (LC-MS/MS) lub

— metody okre$lonej w normie EN 16158 Pasze — Oznaczanie zawarto$ci semduramycyny — Metoda
chromatografii cieczowej z zastosowaniem »rozgalezionego« podejscia analitycznego.

O) NORMY EN
Do celéw stosowania art. 34 ust. 2 lit. a) rozporzadzenia (UE) 2017/625 istotne sg nastgpujace normy EN:
EN ISO 30024 Pasze — Oznaczanie aktywnosci fitazy
EN 17050 Pasze — Metody pobierania prébek i analiz — Oznaczanie jodu w paszach metoda ICP-MS

EN 17550 Pasze: Oznaczanie karotenoidéw w mieszankach paszowych dla zwierzat i w premiksach metoda
wysokosprawnej chromatografii cieczowej — Detekcja UV (HPLC-UV)

EN 15784 Pasze: Metody pobierania probek i analiz — Wykrywanie i oznaczanie liczby Bacillus spp.

EN 15785 Pasze: Metody pobierania probek i analiz — Wykrywanie i oznaczanie liczby Bifidobacterium spp.
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EN 15786 Pasze: Metody pobierania probek i analiz — Wykrywanie i oznaczanie liczby Pediococcus spp.

EN 15787 Pasze: Metody pobierania probek i analiz — Wykrywanie i oznaczanie liczby Lactobacillus spp. stoso-
wanych jako dodatek do pasz

EN 15788 Pasze: Metody pobierania prébek i analiz — Wykrywanie i oznaczanie liczby Enterococcus (E. faecium)
spp. stosowanych jako dodatek do pasz

EN 15789 Pasze: Metody pobierania probek i analiz — Wykrywanie i oznaczanie liczby Saccharomyces cerevisiae
stosowanych jako dodatek do pasz

EN 15510 Pasze: Metody pobierania prébek i analiz — Oznaczanie wapnia, sodu, fosforu, magnezu, potasu,
zelaza, cynku, miedzi, manganu, kobaltu, molibdenu i olowiu z zastosowaniem ICP-AES (do celéw analizy
dodatkéw paszowych kobalt i molibden)

EN 15621 Pasze: Metody pobierania prébek i analiz — Oznaczanie wapnia, sodu, fosforu, magnezu, potasu,
siarki, zelaza, cynku, miedzi, manganu i kobaltu po mineralizacji ci$nieniowej metodg ICP-AES (do celéw analizy
kobaltu jako dodatku paszowego)

EN 16159 Pasze — Oznaczanie selenu metodg absorpcyjnej spektrometrii atomowej z generowaniem wodorkéw
(HGAAS) po trawieniu z zastosowaniem mikrofal (trawienie 65 % kwasem azotowym(V) i 30 % nadtlenkiem
wodoru) (do analizy selenu jako dodatku paszowego)

EN 17053: Pasze: Metody pobierania probek i analiz — Oznaczanie pierwiastkow $ladowych, metali cigzkich
i innych pierwiastkéw w paszy metodg ICP-MS (metoda wielopierwiastkowa) (do analizy kobaltu, molibdenu
i selenu jako dodatkéw paszowych)”
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ZALACZNIKV

+ZALACZNIK V

METODY ANALIZY DO CELOW KONTROLI NIEPOZADANYCH SUBSTANCJI W PASZACH

A) OZNACZANIE POZIOMOW DIOKSYN (PCDD/PCDF) 1 PCB

ROZDZIAL T

Metody pobierania préobek i interpretacja wynikéw analitycznych

1. Zakres i definicje

Prébki przeznaczone do urzedowej kontroli pozioméw polichlorowanych dibenzo-p-dioksyn (PCDD), polichlo-
rowanych dibenzofuranéw (PCDF), dioksynopodobnych polichlorowanych bifenyli (PCB) (‘) oraz niedioksynopo-
dobnych PCB w paszy pobiera si¢ zgodnie z przepisami zalacznika 1. Nalezy stosowaé wymagania ilo§ciowe w sto-
sunku do kontroli substancji lub produktéw jednorodnie rozmieszczonych w paszy, zgodnie z zalacznikiem I pkt
5.1. Otrzymane w ten sposéb prébki zbiorcze uznaje si¢ za probki reprezentatywne dla partii lub podpartii, z kté-
rych zostaly pobrane. Zgodno$¢ z najwyzszymi dopuszczalnymi poziomami ustanowionymi w dyrekty-
wie 2002/32/WE ustala si¢ na podstawie pozioméw oznaczonych w probkach laboratoryjnych.

Do celéw niniejszej czgsci zastosowanie majg definicje okre$lone w zalgczniku I do rozporzadzenia wykona-

wezego Komisji (UE) 2021/808 (3.

Oprocz tych definicji do celéw niniejszej czesci stosuje sie nastepujace definicje:

(1) Tabela TEF (= wspotczynnik réwnowazny toksycznosci) dla PCDD, PCDF i dioksynopodobnych PCB: WHO-TEF dla oceny zagrozenia
dla ludzi, na podstawie konkluzji Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO) — spotkanie ekspertéw Migdzynarodowego Programu Bez-
pieczenistwa Chemicznego (IPCS), ktére odbylo si¢ w Genewie w czerwcu 2005 r. (Martin van den Berg et al., »The 2005 World Health
Organization Re-evaluation of Human and Mammalian Toxic Equivalency Factors for Dioxins and Dioxin-like Compounds« (Ponowna
ocena wspolczynnikéw réwnowaznych toksycznosci dla ludzi i ssakéw w odniesieniu do dioksyn i zwigzkéw dioksynopodobnych,
przeprowadzona w 2005 r. przez Swiatowa Organizacje Zdrowia), Toxicological Sciences 93(2), 223-241 (2006)).

Kongener

Warto$¢ TEF

Kongener Warto$¢ TEF

Dibenzo-p-dioksyny (»xPCDD«)
i dibenzo-p-furany (»PCDF«)

2,3,7,8-TCDD
1,2,3,7,8-PeCDD
1,2,3,4,7,8-HxCDD
1,2,3,6,7,8-HxCDD
1,2,3,7,8,9-HxCDD
1,2,3,4,6,7,8-HpCDD
0CDD
2,3,7,8-TCDF
1,2,3,7,8-PeCDF
2,3,4,7,8-PeCDF
1,2,3,4,7,8-HxCDF
1,2,3,6,7,8-HxCDF
1,2,3,7,8,9-HxCDF
2,3,4,6,7,8-HxCDF
1,2,3,4,6,7,8-HpCDF
1,2,3,4,7,8,9-HpCDF
OCDF

1

1

0,1

0,1

0,1
0,01
0,0003
0,1
0,03
0,3

0,1

0,1

0,1

0,1
0,01
0,01
0,0003

»Dioksynopodobne« PCB
Non-orto PCB + Mono-orto PCB

Non-orto PCB

PCB 77 0,0001
PCB 81 0,0003
PCB 126 0,1

PCB 169 0,03
Mono-orto PCB

PCB 105 0,00003
PCB 114 0,00003
PCB 118 0,00003
PCB 123 0,00003
PCB 156 0,00003
PCB 157 0,00003
PCB 167 0,00003
PCB 189 0,00003

Zastosowane skroty: »T« = tetra (cztero); »P« = penta (pigcio); »Hx« = heksa (szescio); »Hp« = hepta (siedmio); »O« = okta (0§mio); »CDD«
= chlorodibenzodioksyna; »CDF« = chlorodibenzofuran; »CB« = chlorobifenyl.

() Rozporzadzenie wykonawcze Komisji (UE) 2021/808 z dnia 22 marca 2021 r. w sprawie wydajnosci metod analitycznych w odniesie-
niu do pozostatosci substancji farmakologicznie czynnych stosowanych u zwierzat, od ktérych lub z ktérych pozyskuje sie zywnos¢,
oraz interpretacji wynikow, jak réwniez w sprawie metod stosowanych do pobierania probek oraz uchylajace decyzje 2002/657[WE

i98/179/WE (Dz.U.L 180 z 21.5.2021, s. 84).
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»Metody przesiewowe« oznaczajg metody wykorzystywane do wyboru probek, w ktérych poziomy PCDD/F i diok-
synopodobnych PCB przekraczajg najwyzsze dopuszczalne poziomy lub poziomy reagowania. Pozwalaja one na
wzglednie tanie i szybkie oznaczanie duzej liczby prébek, zwigkszajac w ten sposéb szanse na wykrycie nowych
przypadkéw wysokiego narazenia i ryzyka dla zdrowia konsumentéw. Metody przesiewowe musza opierac si¢ na
metodach bioanalitycznych lub metodach GC-MS. Wyniki uzyskane z probek, ktore przekraczaja warto$ gra-
niczna zastosowana na potrzeby kontroli zgodnosci z najwyzszym dopuszczalnym poziomem, nalezy zweryfiko-
waé, wykonujgc ponownie pelng analiz¢ oryginalnej probki laboratoryjnej z wykorzystaniem metody potwierdza-

jacej.

»Metody potwierdzajace” oznaczaja metody, ktore dostarczajg pelnych lub uzupelniajacych informacji pozwalaja-
cych na jednoznaczng identyfikacje i ilosciowe oznaczenie PCDD/F i dioksynopodobnych PCB na najwyzszym
dopuszczalnym poziomie lub w razie potrzeby na poziomie reagowania. W metodach tych wykorzystuje si¢ chro-
matografi¢ gazowa z wysokorozdzielcza spektrometrig mas (GC-HRMS) lub chromatografi¢ gazows z tandemowa
spektrometrig mas (GC-MS/MS).

2. Zgodnos¢ partii lub podpartii z najwyzszym dopuszczalnym poziomem

2.1. W odniesieniu do niedioksynopodobnych PCB

Partia lub podpartia sg zgodne z najwyzszym dopuszczalnym poziomem, jezeli wynik analizy sumy PCB 28, PCB
52, PCB 101, PCB 138, PCB 153 i PCB 180 (zwanych dalej niedioksynopodobnymi PCB) nie przekracza, przy
uwzglednieniu niepewnosci rozszerzonej pomiaru, najwyzszego dopuszczalnego poziomu ustanowionego
w dyrektywie 2002/32/WE (). Partia lub podpartia nie s3 zgodne z najwyzszym dopuszczalnym poziomem usta-
nowionym w dyrektywie 2002/32/WE, jezeli $rednia dwdch wynikéw uzyskanych metoda granicy oznaczal-
nosci (*) z zastosowaniem analizy powtdrnej (°), z uwzglednieniem niepewnosci rozszerzonej pomiaru przekracza
ponad wszelka watpliwo$¢ najwyzszy dopuszczalny poziom, tj. do oceny zgodno$ci wykorzystywane jest prze-
analizowane stezenie po odjeciu niepewnosci rozszerzonej pomiaru.

Niepewno$¢ rozszerzong pomiaru oblicza si¢ przy zastosowaniu wspélczynnika rozszerzenia 2, ktéry daje
poziom ufnosci okolo 95 %. Partia lub podpartia s3 niezgodne z wymogami, jesli §rednia mierzonych wartosci
po odjeciu niepewnosci rozszerzonej Sredniej jest wyzsza niz najwyzszy dopuszczalny poziom.

Zasady wymienione w powyzszych akapitach niniejszego punktu maja zastosowanie do wyniku analizy otrzyma-
nego z probki pobranej do celow kontroli urzedowej. W przypadku analizy do celéw drugiej ekspertyzy lub do
celéw referencyjnych zastosowanie maja przepisy krajowe.

2.2 W odniesieniu do PCDD/F i dioksynopodobnych PCB

Partia lub podpartia jest zgodna z wymaganiami dotyczacymi najwyzszego dopuszczalnego poziomu, jezeli
wynik pojedynczej analizy:

— przeprowadzonej metoda przesiewowa przy wskazniku ilosci wynikéw falszywie negatywnych ponizej 5 %
wskazuje, ze poziom nie przekracza odpowiedniego najwyzszego dopuszczalnego poziomu PCDD|F ani
sumy PCDD/F i dioksynopodobnych PCB, okreslonych w dyrektywie 2002/32/WE,

— przeprowadzonej metodg potwierdzajacg nie przekracza odpowiedniego najwyzszego dopuszczalnego
poziomu PCDDJF ani sumy PCDDJF i dioksynopodobnych PCB, okreslonych w dyrektywie 2002/32/WE,
przy uwzglednieniu niepewnosci rozszerzonej pomiaru.

() W stosownych przypadkach nalezy przestrzega¢ zasad opisanych w »Guidance Document on Measurement Uncertainty for Laborato-
ries performing PCDD/F and PCB Analysis using Isotope Dilution Mass Spectrometry« (Wytyczne dotyczace niepewnosci pomiaru dla
laboratoriéw wykonujacych analiz¢ PCDD/F i PCB z zastosowaniem spektrometrii mas z rozcieficzeniem izotopowym) (https://food.
ec.europa.eu/system/files/2017-05[animal-feed-guidance_document_pcdd-f_pcb_en.pdf).

() Koncepcja »metody granicy oznaczalnosci« (ang. upper-bound) zaklada przyjecie wartosci rownej granicy oznaczalnosci dla wszystkich
nieoznaczonych ilosciowo kongeneréw. Koncepcja »metody zerowej« (ang. lower-bound) zaklada przyjecie wartosci réwnej zero dla
wszystkich nieoznaczonych ilociowo kongeneréw. Koncepcja »metody potowy granicy oznaczalno$ci« (ang. medium-bound) zaklada
przyjecie wartosci réwnej polowie granicy oznaczalnosci dla wszystkich nieoznaczonych ilosciowo kongenerdow.

() Analiza powtdrna: odregbna analiza danych analitéw przy uzyciu drugiej podwielokrotnej czgsci tej samej zhomogenizowanej prébki.
Generalnie zastosowanie maja wymagania dotyczace analizy powtérnej okreslone w zalgczniku II rozdzial C pkt 3. Jednak w przy-
padku metod przy uzyciu wzorca wewnetrznego znakowanego izotopem wegla C dla odpowiednich analitéw analiza powtorna jest
konieczna jedynie wowczas, gdy w pierwszym oznaczeniu uzyskano wynik niezgodny z wymogami. Analiza powtérna jest konieczna
do wykluczenia mozliwo$ci wewnetrznego zanieczyszczenia krzyzowego lub przypadkowego wymieszania si¢ prébek. Jezeli analiza
przeprowadzana jest w ramach przypadku wystapienia zanieczyszczenia, mozna zrezygnowac z potwierdzenia wynikéw w drodze
analizy powtdrnej, jezeli probki wybrane do analizy mozna powiazaé z przypadkiem wystapienia zanieczyszczenia na podstawie iden-
tyfikowalnosci produktu, a stwierdzony poziom jest znacznie wyzszy od najwyzszego dopuszczalnego poziomu.
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Dla badan przesiewowych nalezy ustali¢ warto$¢ graniczna na potrzeby decyzji o zgodnosci prébki z odpowied-
nimi najwyzszymi dopuszczalnymi poziomami ustanowionymi albo dla PCDDJF, albo dla sumy PCDD/F i dioksy-
nopodobnych PCB.

Partia lub podpartia nie s3 zgodne z najwyzszym dopuszczalnym poziomem ustanowionym w dyrekty-
wie 2002/32/WE, jezeli $rednia dwdch wynikéw analizy uzyskanych metodg granicy oznaczalnosci (%) z wyko-
rzystaniem analizy powtdrnej () przy zastosowaniu metody potwierdzajacej, z uwzglednieniem niepewnosci roz-
szerzonej pomiaru, przekracza ponad wszelkg watpliwo$¢ najwyzszy dopuszczalny poziom, tj. do oceny
zgodnosci wykorzystywane jest przeanalizowane stezenie po odjeciu niepewnosci rozszerzonej pomiaru.

Niepewno$¢ rozszerzong pomiaru oblicza si¢ przy zastosowaniu wspélczynnika rozszerzenia 2, ktory daje
poziom ufnosci okolo 95 %. Partia lub podpartia s3 niezgodne z wymogami, jesli $rednia mierzonych wartosci
po odjeciu niepewnosci rozszerzonej Sredniej jest wyzsza niz najwyzszy dopuszczalny poziom.

Nalezy zastosowaé sumg¢ szacowanych niepewnosci rozszerzonych dla odrgbnych wynikéw analitycznych
dla PCDDJF i dioksynopodobnych PCB w odniesieniu do sumy PCDD/F i dioksynopodobnych PCB.

Zasady wymienione w powyzszych akapitach niniejszego punktu majg zastosowanie do wyniku analizy otrzyma-
nego z probki pobranej do celow kontroli urzedowej. W przypadku analizy do celéw obrony praw lub do celéw
referencyjnych zastosowanie majg przepisy krajowe.

Wyniki przekraczajace poziomy reagowania ustanowione w zalaczniku II do dyrektywy 2002/32/WE

Poziomy reagowania s3 narzedziem wyboru prébek w przypadkach wymagajacych zidentyfikowania Zrédla
zanieczyszczen i podjecia dzialan, aby je zredukowaé lub zlikwidowaé. W metodach przesiewowych okresla sig
odpowiednie wartosci graniczne dla wyboru tych probek. Jesli zidentyfikowanie Zrédta i zredukowanie lub usu-
niecie zanieczyszczenia wymaga znacznego wysitku, nalezy potwierdzi¢ przekroczenie poziomu reagowania ana-
lizag powtbérng przy zastosowaniu metody potwierdzajacej i przy uwzglednieniu niepewnosci rozszerzonej
pomiaru (%).

ROZDZIAL 1T

PRZYGOTOWANIE PROBEK I WYMAGANIA DOTYCZACE METOD ANALIZY STOSOWANYCH W URZEDOWE] KON-
TROLI POZIOMOW DIOKSYN (PCDD/F) | DIOKSYNOPODOBNYCH PCB W PASZY

Zakres stosowania

Wymogi ustanowione w niniejszym rozdziale stosuje si¢ w przypadku paszy analizowanej do celéw urzedowych
kontroli pozioméw PCDD/F z atomami chloru w pozycjach 2,3,7,8 oraz dioksynopodobnych PCB oraz w odnie-
sieniu do przygotowywania prébek oraz wymogéw analitycznych do innych celéw regulacyjnych, co obejmuje
kontrole wykonywane przez podmiot dzialajacy na rynku pasz w celu zapewnienia zgodnosci z przepisami roz-
porzadzenia (WE) nr 183/2005 Parlamentu Europejskiego i Rady ().

Monitorowanie obecnosci PCDDJF i dioksynopodobnych PCB w paszy mozna przeprowadzaé przy wykorzysta-
niu dwdch réznych typéw metod analitycznych:

Koncepcja »metody granicy oznaczalnoci« zaktada przyjecie warto$ci réwnej granicy oznaczalnosci dla wszystkich nieoznaczonych
iloSciowo kongeneréw przy obliczaniu ich wkladu w réwnowazniku toksycznosci (TEQ). Koncepcja »metody zerowej« zaktada przyje-
cie warto$ci réwnej zero dla wszystkich nieoznaczonych ilosciowo kongeneréw przy obliczaniu ich wkladu w TEQ. Koncepcja
»metody polowy granicy oznaczalnosci« zaktada przyjecie wartosci réwnej potowie granicy oznaczalnosci dla wszystkich nieoznaczo-
nych ilo$ciowo kongeneréw przy obliczaniu ich wktadu w TEQ.

Generalnie zastosowanie maja wymagania dotyczace analizy powtérnej okreslone w zalgczniku 11 rozdzial C pkt 3. Jednak w przy-
padku metod potwierdzajacych przy uzyciu wzorca wewngtrznego znakowanego izotopem wegla *C dla odpowiednich analitéw
powtérna analiza jest konieczna jedynie wowczas, gdy w pierwszym oznaczeniu uzyskano wynik niezgodny z wymogami. Analiza
powtdrna jest konieczna do wykluczenia mozliwosci wewngtrznego zanieczyszczenia krzyzowego lub przypadkowego wymieszania
si¢ probek. Jezeli analiza przeprowadzana jest w ramach przypadku wystapienia zanieczyszczenia, mozna zrezygnowac z potwierdze-
nia wynikéw w drodze analizy powtérnej, jezeli probki wybrane do analizy mozna powiazaé z przypadkiem wystgpienia zanieczy-
szczenia na podstawie identyfikowalnosci produktu, a stwierdzony poziom jest znacznie wyzszy od najwyzszego dopuszczalnego
poziomu.

Identyczne wyjasnienie i wymagania dla analizy powt6rnej na potrzeby kontroli pozioméw reagowania jak w przypisie 33 powyzej
w odniesieniu do najwyzszych dopuszczalnych poziomdw.

Rozporzadzenie (WE) nr 183/2005 Parlamentu Europejskiego i Rady z dnia 12 stycznia 2005 r. ustanawiajace wymagania dotyczace
higieny pasz (Dz.U. L 35 z 8.2.2005, s. 1).
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a) Metody przesiewowe

Celem metod przesiewowych jest wybor probek o poziomach PCDDJF i dioksynopodobnych PCB przekraczaja-
cych najwyzsze dopuszczalne poziomy lub poziomy reagowania. Metody przesiewowe zapewniaja wzglednie
tanie i szybkie oznaczanie duzej liczby prébek, zwigkszajac w ten sposéb szanse na wykrycie nowych przypad-
kéw wysokiego narazenia i ryzyka dla zdrowia konsumentéw. Ich stosowanie ma na celu unikanie wynikéw fal-
szywie negatywnych. Mogg obejmowa¢ metody bioanalityczne i metody GC-MS.

Metody przesiewowe poréwnujg wynik analizy z warto$cig graniczng, dajac odpowiedz tak/nie odnosnie do
ewentualnego przekroczenia najwyzszego dopuszczalnego poziomu lub poziomu reagowania. Steze-
nie PCDD|F oraz sumy PCDDJF i dioksynopodobnych PCB w prébkach podejrzanych o to, ze s niezgodne
z wymogami dotyczacymi najwyzszego dopuszczalnego poziomu, oznacza si¢ lub potwierdza przy zastosowaniu
metody potwierdzajace;j.

Ponadto metody przesiewowe moga da¢ wskazania odno$nie do pozioméw PCDDJF i dioksynopodobnych PCB
obecnych w prébce. W przypadku stosowania bioanalitycznych metod przesiewowych wynik wyrazony jest
w réwnowaznikach bioanalitycznych (BEQ), a w przypadku stosowania fizykochemicznych metod GC-MS — jest
on wyrazony w réwnowaznikach toksycznosci (TEQ). Wyniki metod przesiewowych wyrazone liczbowo sg
odpowiednie do celéw wykazywania zgodnosci, podejrzewanej niezgodnosci z wymogami lub przekroczenia
pozioméw reagowania; wskazujg one réwniez na zakres pozioméw w przypadku, gdy nastepnie zastosowane
zostana metody potwierdzajgce. Nie sg one odpowiednie do celéow takich, jak ocena poziomdéw tla, oszacowanie
pobrania, $ledzenie tendencji pozioméw w czasie oraz ponowna ocena pozioméw reagowania i najwyzszych
dopuszczalnych pozioméw.

b) Metody potwierdzajgce

Metody potwierdzajace pozwalaja na jednoznaczng identyfikacje i kwantyfikacje PCDD/F i dioksynopodobnych
PCB w prébee i dostarczajg pelnych informacji na temat ilosci poszczegdlnych kongeneréw. Dlatego metody te
pozwalaja na kontrolg najwyzszych dopuszczalnych pozioméw i pozioméw reagowania, w tym potwierdzanie
wynikéw uzyskanych metodami przesiewowymi. Ponadto wyniki moga by¢ wykorzystywane do innych celdw,
takich jak oznaczanie niskich pozioméw tta w monitorowaniu paszy, $ledzenie tendencji w czasie, ocena naraze-
nia oraz tworzenie bazy danych na potrzeby ewentualnej ponownej oceny pozioméw reagowania i najwyzszych
dopuszczalnych pozioméw. Sg one takze wazne dla ustanowienia profili kongeneréw w celu zidentyfikowania
zrodla ewentualnego zanieczyszczenia. Metody te wykorzystuja GC-HRMS. W celu potwierdzenia zgodnosci lub
niezgodnosci z wymogami dotyczacymi najwyzszego dopuszczalnego poziomu mozna réwniez wykorzystywacé
GC-MSMS.

2. Informacje podstawowe

W celu obliczenia stezenn wyrazonych jako stezenia TEQ nalezy pomnozy¢ steZenia poszczegdlnych substancji
w danej probee przez ich odpowiednie wspétczynniki réwnowazne toksycznosci (TEF) (zob. rozdzial I przypis
27), a nastepnie zsumowac je, co da faczne stezenie zwigzkéw dioksynopodobnych wyrazone jako TEQ.

Do celéw niniejszej czg$ci A przyjeta swoista granica oznaczalno$ci danego kongeneru jest to najnizsza zawarto$¢
analitu, ktérg mozna zmierzy¢ z nalezytg pewnoscia statystyczng przy spelnieniu kryteriéw identyfikacji opisa-
nych w normach uznanych migdzynarodowo, na przyklad w normie EN 16215:2012 (Pasze — Oznaczanie zawar-
tosci dioksyn i dioksynopodobnych PCB metodg GC-HRMS oraz wskaznikowych PCB metodg GC-HRMS) lub
w najnowszych wersjach metod EPA 16131 1668.

Granicg oznaczalno$ci danego kongeneru mozna okresli¢ jako:

a) stezenie analitu w ekstrakcie probki, ktére wywoluje odpowiedZ instrumentu dla dwéch réznych jondw,
monitorowang przy stosunku sygnatlu do szumu (S/N) wynoszacym 3:1 dla mniej intensywnego sygnatu
danych surowych; lub

b) jezeli z powodéw technicznych obliczanie stosunku sygnatu do szumu nie daje wiarygodnych wynikéw — naj-
nizsze stezenie na krzywej wzorcowej, ktére daje akceptowalne (< 30 %) i stale (mierzone przynajmniej na
poczatku i na koficu serii analitycznej probek) odchylenie od $redniego wzglednego wspoétczynnika odpowie-
dzi obliczonego dla wszystkich punktéw na krzywej wzorcowej w kazdej serii probek. Granica oznaczalnosci
(LOQ) jest obliczana na podstawie najnizszego stezenia na krzywej z uwzglednieniem odzysku wzorcéw wew-
netrznych i wielkosci prébki.
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Bioanalityczne metody przesiewowe nie daja wynikéw na poziomie kongeneréw, a jedynie wskazanie (%)
poziomu TEQ wyrazonego w BEQ, aby uwzgledni¢ fakt, ze nie wszystkie zwigzki obecne w ekstrakcie prébki,
ktore wywotuja odpowiedz w badaniu, spelniaja wszystkie wymagania zasady TEQ.

Metody przesiewowe i potwierdzajace moga by¢ stosowane tylko do kontroli niektérych matryc, jezeli metody te
sa dostatecznie czule, aby w spos6b wiarygodny wykrywad substancje na poziomie reagowania lub najwyzszym
dopuszczalnym poziomie.

Wymagania dotyczgce zapewniania jako$ci

Nalezy wprowadzi¢ niezbedne $rodki w celu uniknigcia zanieczyszczenia krzyzowego na kazdym etapie pobiera-
nia i analizy prébek.

Prébki przechowuje sig i transportuje w pojemnikach szklanych, aluminiowych, polipropylenowych lub polietyle-
nowych nadajacych si¢ do tego celu i niemajacych wplywu na poziomy PCDDJF i dioksynopodobnych PCB
w préobkach. Pojemnik na prébki nalezy oczysci¢ z pylu papierowego.

Przechowywanie i przewozenie odbywa si¢ w sposdb zachowujacy integralnos¢ prébki paszy.

W razie potrzeby kazdg probke laboratoryjna nalezy drobno zmieli¢ i dokladnie wymieszaé w sposéb gwarantu-
jacy pelna homogenizacj¢ (np. w spos6b umozliwiajacy przesianie przez sito o oczku 1 mm). Jezeli zawartos¢ wil-
goci jest zbyt wysoka, probki muszg zostaé osuszone przed mieleniem.

Nalezy przeprowadzi¢ kontrole odczynnikéw, aparatury i szkla laboratoryjnego pod katem ewentualnego
wplywu na wyniki oparte na TEQ lub BEQ.

Nalezy przeprowadzi¢ prébe $lepa, obejmujaca przeprowadzenie pelnej procedury analitycznej, ale bez probki.

W przypadku metod bioanalitycznych nalezy upewni¢ sig, ze szkto laboratoryjne i rozpuszczalniki stosowane
podczas analizy sg wolne od zwigzkéw przeszkadzajacych w wykrywaniu zwigzkéw docelowych w zakresie robo-
czym. Szklo nalezy przemy¢ rozpuszczalnikami lub ogrza¢ do temperatur, w ktdrych z powierzchni usuwane sg
pozostatoéci PCDD/F, zwigzkéw dioksynopodobnych i zwigzkéw interferujacych.

Tlo$¢ probki stosowanej do ekstrakeji musi by¢ wystarczajaca do spelnienia wymogdéw dotyczacych wystarczajaco
niskiego zakresu roboczego, obejmujacego stezenia na najwyzszym dopuszczalnym poziomie lub na poziomie
reagowania.

Konkretne procedury przygotowania probki stosowane do badanych produktéw musza by¢ zgodne z migdzynaro-
dowymi wytycznymi, tj. EN ISO 6498.

Wymagania dotyczgce laboratoriéw

Zgodnie z przepisami rozporzadzenia (UE) 2017/625 laboratoria muszg by¢ akredytowane przez uznany organ
dzialajacy zgodnie z wytyczng ISO[IEC 58, aby zapewnic, ze przy przeprowadzaniu analiz stosujg system zapew-
niania jakoci. Laboratoria muszg posiada¢ akredytacje zgodng z norma EN ISO/IEC 17025. Nalezy stosowaé
zasady opisane w wytycznych technicznych dotyczacych szacowania niepewnosci pomiaru i granic oznaczalnosci
w odniesieniu do analizy PCDD/F i PCB. (1)

Bieglo$¢ laboratoriéw nalezy udowadnial stalym udanym uczestnictwem w miedzylaboratoryjnych badaniach
oznaczania PCDDJF i dioksynopodobnych PCB w odpowiednich matrycach paszy i zakresach stezen.

Metody bioanalityczne nie sa swoiste dla kongeneréw objetych schematem TEF. W ekstrakcie probki moga by¢ obecne inne zwiazki
strukturalnie powiazane ze zwigzkami aktywujacymi receptor AhR, ktére przyczyniaja sie do ogdlnej odpowiedzi. Dlatego wyniki
uzyskane metodami bioanalitycznymi nie mogg by¢ traktowane jako szacunki, ale raczej jako wskazanie poziomu TEQ w prébce.
»Guidance Document on Measurement Uncertainty for Laboratories performing PCDD[F and PCB Analysis using Isotope Dilution
Mass Spectrometry« (Wytyczne dotyczace niepewnoséci pomiaru dla laboratoriow wykonujacych analiz¢ PCDD/F i PCB z zastosowa-
niem spektrometrii mas z rozcieficzeniem izotopowym) (https://food.ec.europa.eu/system/files/2017-05/animal-feed-guidance_docu
ment_pcdd-f_pcb_en.pdf), »Guidance Document on the Estimation of LOD and LOQ for Measurements in the Field of Contaminants
in Feed and Food« (Wytyczne dotyczace szacowania LOD i LOQ na potrzeby pomiaréw w dziedzinie zanieczyszczen w paszy i zyw-
nosci) (https://food.ec.europa.eu/system/files/2016-10/cs_contaminants_sampling_analysis-report_2004_en.pdf).
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4.3. Laboratoria stosujagce metody przesiewowe do rutynowej kontroli probek muszg nawigzal Scista wspolprace
z laboratoriami stosujacymi metody potwierdzajace, zaréwno w celach kontroli jakosci, jak i potwierdzania wyni-
kéw analitycznych podejrzanych prébek.

5. Podstawowe wymagania dotyczace procedury analitycznej dla dioksyn (PCDD/F) i dioksynopodobnych
PCB
5.1. Niski zakres roboczy i granica oznaczalnosci

W przypadku PCDD(F wykrywalne ilosci musza osiagnaé wysokie poziomy rzedu femtograméw (101°) z uwagi
na ekstremalng toksyczno$¢ niektorych sposréd tych zwiazkéw. W przypadku wiekszosci kongeneréw PCB gra-
nica oznaczalnosci rzedu nanogramow (10”¢) jest juz wystarczajaca. W przypadku oznaczania bardziej toksycz-
nych kongeneréw dioksynopodobnych PCB (w szczegdlnosci kongeneréw podstawionych w pozycji non-orto)
dolna granica zakresu roboczego musi osiggna¢ niskie poziomy rzedu pikograméw (10'2%). W przypadku wszyst-
kich pozostatych kongeneréw PCB granica oznaczalnosci rzedu nanograméw (107¢) jest juz wystarczajaca.

5.2 Wysoka selektywno$¢ (swoistosc)

5.2.1.  Konieczne jest rozréznienie PCDD/F i dioksynopodobnych PCB od wielu innych wspélekstrahowanych i ewentual-
nie interferujacych zwigzkéw wystepujacych w stezeniach do kilku razy wyzszych od stezen badanych analitéw.
W przypadku metod GC-MS konieczne jest rozréznienie migdzy réznymi kongenerami, takimi jako kongenery
toksyczne (np. siedemnascie PCDD/F z atomami chloru w pozycjach 2,3,7,8 oraz dwanascie dioksynopodobnych
PCB) i pozostale kongenery.

5.2.2.  Metody bioanalityczne musza by¢ w stanie wykrywa¢ docelowe zwigzki jako sume PCDD/F lub dioksynopodob-
nych PCB. Oczyszczanie probki ma na celu usuniecie zwigzkéw dajacych wyniki falszywie pozytywne lub zwigz-
kéw, ktére moga zmniejsza¢ odpowiedz, powodujac wyniki falszywie negatywne.

5.3. Wysoka dokladnos¢ (poprawnosé i precyzja, odzysk testu biologicznego)

5.3.1. W przypadku metod GC-MS oznaczenie musi dostarczy¢é wiarygodnych szacunkéw rzeczywistego stezenia
w probcee. Wysoka dokladno$¢ jest konieczna, aby unikngé odrzucenia wyniku analizy probki z powodu stabej
wiarygodnosci oznaczonego poziomu TEQ. Dokladnos¢ jest wyrazona jako poprawnosé (réznica miedzy Srednia
warto$cig mierzong w odniesieniu do analitu w certyfikowanym materiale a jego certyfikowang warto$cig, wyra-
zona w procentach) i precyzja (RSDy wzgledne odchylenie standardowe obliczone na podstawie wynikow osiagnie-
tych w warunkach odtwarzalnosci).

5.3.2. W przypadku metod bioanalitycznych nalezy oznaczy¢ odzysk testu biologicznego. Odzysk testu biologicznego
jest to poziom BEQ obliczony z krzywej wzorcowej TCDD lub PCB 126, skorygowany o wynik dla prébki slepej,
a nastepnie podzielony przez poziom TEQ oznaczony metodg potwierdzajacg. Jego celem jest korekta takich
czynnikdw, jak strata PCDDJF i zwigzkéw dioksynopodobnych podczas ekstrakeji i oczyszczania, zwigzki wspo-
fekstrahowane zwigkszajace lub zmniejszajace odpowiedz (efekt agonistyczny lub antagonistyczny), jako$¢ dopa-
sowania krzywej lub réznice migdzy wartosciami TEF a warto$ciami wzglednego potencjalu dzialania (REP).
Odzysk testu biologicznego jest obliczany na podstawie odpowiednich prébek referencyjnych zawierajacych
reprezentatywny profil kongeneréw na poziomie udziatu.

5.4. Walidacja w zakresie najwyzszego dopuszczalnego poziomu oraz srodki ogdlnej kontroli jakosci

5.4.1. Laboratoria muszg wykaza¢ wydajno$¢ metody w zakresie najwyzszego dopuszczalnego poziomu, np. 0,5-, 1-
i 2-krotnos¢ najwyzszego dopuszczalnego poziomu wraz z akceptowalng wartoscia wspétczynnika zmiennosci
dla wielokrotnych powtérzen analizy, podczas procedury walidacji oraz podczas rutynowej analizy.

5.4.2. W ramach wewnatrzlaboratoryjnej kontroli jakosci nalezy regularnie przeprowadzaé Slepe préby i badania
z wykorzystaniem préby wzbogaconej lub analizy probek kontrolnych (zwlaszcza certyfikowanych materialow
odniesienia, jezeli materialy takie sa dostepne). Wykresy kontroli jakosci dla Slepych préb, préb wzbogaconych
lub analiz prébek kontrolnych nalezy rejestrowaé i kontrolowad, aby upewnic sie, ze wydajno$¢ analityczna jest
zgodna z wymaganiami.
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5.5.

5.6.

5.7.

Granica oznaczalnosci

W przypadku bioanalitycznej metody przesiewowej ustanowienie granicy oznaczalnosci (LOQ) nie jest niezbed-
nym wymogiem, ale nalezy dowies¢, ze metoda pozwala na rozréznienie miedzy $lepg probg a wartoscig gra-
niczna. Podajac poziom BEQ, nalezy ustali¢ poziom zglaszania, aby uwzgledni¢ probki wykazujace odpowiedz
ponizej tego poziomu. Nalezy wykaza¢, ze poziom zglaszania jest rézny od procedury $lepej préby co najmniej
o wspélczynnik 3 przy odpowiedzi ponizej zakresu roboczego. W zwigzku z powyzszym nalezy go obliczyé
z prébek zawierajacych zwiazki docelowe w granicach wymaganego poziomu minimalnego, a nie ze wspélczyn-
nika S/N lub ze Slepej proby.

Granica oznaczalnosci (LOQ) dla metody potwierdzajgcej powinna wynosic ok. jednej pigtej najwyzszego dopusz-
czalnego poziomu.

Kryteria analityczne

Dla uzyskania wiarygodnych wynikoéw metoda potwierdzajaca lub przesiewows, w zakresie najwyzszego dopusz-
czalnego poziomu nalezy spelni ponizsze kryteria dla warto$ci, odpowiednio, TEQ lub BEQ, niezaleznie od tego,
czy sa oznaczane jako catkowita warto$¢ TEQ czy catkowita warto$¢ BEQ (jako suma PCDD/F i dioksynopodobnych
PCB), czy oddzielnie dla PCDD/F i dioksynopodobnych PCB:

Bioanalityczna lub fiz'ykochemiczna Metody potwierdzajace
metoda przesiewowa
Wskaznik ilodci wynikéw falszywie <5%
negatywnych (¥)
Poprawno$¢ -20%do +20 %
Powtarzalno$¢ (RSD,) <20%
Precyzja posrednia (RSDg) <25% <15%

(*) W odniesieniu do najwyzszych dopuszczalnych pozioméw.

Szczeg6towe wymagania dotyczgce metod przesiewowych

W metodach przesiewowych mozna stosowaé zar6wno metody GC-MS, jak i metody bioanalityczne. W przy-
padku metod GC-MS zastosowanie majg wymagania ustanowione w pkt 6. W przypadku metod bioanalitycznych
opierajacych sig na oznaczeniach komérkowych zastosowanie majg szczegétowe wymagania ustanowione w pkt

Laboratoria stosujagce metody przesiewowe do rutynowej kontroli prébek musza nawiazaé Scista wspotprace
z laboratoriami stosujgcymi metodg potwierdzajaca.

Weryfikacja wydajnoici metody przesiewowej jest wymagana podczas rutynowej analizy w drodze kontroli
jakosci analizy i walidacji metody podczas analizy. Nalezy prowadzi¢ ciggly program kontroli wynikéw negatyw-
nych.

Nalezy sprawdza¢, czy nie zachodzi ewentualne thumienie odpowiedzi komérek i cytotoksycznosci:

20 % ekstraktow probek nalezy analizowaé rutynowo metoda przesiewowa z dodanym 2,3,7,8-TCDD i bez, zgod-
nym z najwyzszym dopuszczalnym poziomem lub poziomem reagowania, aby sprawdzi¢, czy odpowiedz jest
ewentualnie tlumiona przez substancje interferujgce obecne w ekstrakcie probki. Zmierzone stezenie probki
wzbogaconej nalezy poréwnaé do sumy stezenia ekstraktu probki niewzbogaconej i stezenia wzbogacenia. Jezeli
zmierzone stezenie jest o ponad 25 % niZsze niz obliczone (zsumowane) stezenie, wskazuje to na ewentualne thu-
mienie sygnatu, a odpowiednia prébka musi zosta¢ przekazana do analizy metoda potwierdzajaca GC/HRMS.
Wyniki nalezy monitorowa¢ na wykresach kontroli jakosci.

Kontrola jakosci probek negatywnych

Okolo 2-10 % prébek negatywnych, zaleznie od matrycy probki i doswiadczenia laboratorium, nalezy potwier-
dzi¢ metoda GC/HRMS.
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5.7.6.  Oznaczenie wskaznika iloSci wynikéw falszywie negatywnych z danych kontroli jakosci

Nalezy oznaczy¢ wskaznik ilosci wynikéw falszywie negatywnych z badan przesiewowych prébek ponizej i powy-
zej najwyzszego dopuszczalnego poziomu lub poziomu reagowania. Wskaznik rzeczywistej ilosci wynikow fal-
szywie negatywnych nie moze przekraczaé 5 %. Po uzyskaniu co najmniej 20 potwierdzonych wynikéw na matry-
ce¢/grupe matryc z kontroli jakosci probek negatywnych nalezy z tej bazy danych wyciagna¢ wnioski dotyczace
wskaznika ilosci wynikéw falszywie negatywnych. Do tych 20 wynikow, w celu oceny wskaznika ilosci wynikow
falszywie negatywnych, mozna takze wiaczy¢ wyniki uzyskane na probkach analizowanych w badaniach bieglosci
lub podczas przypadkéw wystgpienia zanieczyszczenia, obejmujgce zakres stezenn do np. 2-krotnosci najwyz-
szego dopuszczalnego poziomu. Probki musza obejmowac najczestsze profile kongeneréw, reprezentujgce rozne
zrédia.

Chociaz badania przesiewowe powinny mie¢ na celu wykrywanie probek przekraczajacych poziom reagowania,
kryterium okreslania wskaznika iloSci wynikéw falszywie negatywnych jest najwyzszy dopuszczalny poziom,
przy uwzglednieniu niepewnosci rozszerzonej pomiaru metody potwierdzajace;.

5.7.7.  Ewentualne pozytywne wyniki prébek z badania przesiewowego muszg zawsze zostal zweryfikowane za pomoca
pelnej ponownej analizy oryginalnej probki laboratoryjnej z zastosowaniem metody potwierdzajacej. Probki te
moga by¢ tez zastosowane do oceny wskaznika wynikéw falszywie pozytywnych. W przypadku metod przesie-
wowych wskaznik wynikéw falszywie pozytywnych to odsetek wynikéw potwierdzonych jako negatywne metoda
potwierdzajaca, ktore we wezesniejszych badaniach przesiewowych byly uznane za potencjalnie pozytywne.
Ocena korzysci metody przesiewowej opiera si¢ na poréwnaniu probek falszywie pozytywnych z catkowitg liczbg
sprawdzonych prébek. Wskaznik ten musi by¢ na tyle niski, aby stosowanie narzedzia przesiewowego bylo
korzystne.

5.7.8.  Metody bioanalityczne w warunkach walidacji muszg dostarczy¢ wiarygodnego wskazania poziomu TEQ, obli-
czonego i wyrazonego jako BEQ.

Takze w przypadku metod bioanalitycznych przeprowadzanych w powtarzalnych warunkach wewnatrzlaborato-
ryjny RSD, bylby zwykle nizszy niz w warunkach odtwarzalnosci (RSDg).

6. Szczegblowe wymagania dotyczace technik GC-MS w metodach przesiewowych lub potwierdzajacych

6.1. Dopuszczalne roznice migdzy wynikami WHO-TEQ uzyskanymi metodg granicy oznaczalnosci i metodg zerowg

Do celow potwierdzenia, Ze zostaly przekroczone najwyzsze dopuszczalne poziomy lub, w razie potrzeby,
poziomy reagowania, réznica miedzy wynikiem uzyskanym metodg granicy oznaczalno$ci a wynikiem uzyska-
nym metodg zerowg nie moze przekraczaé 20 %.

6.2. Kontrola poziomdéw odzysku

6.2.1. Rozpoczynajac analize, np. przed ekstrakejg, nalezy dodaé wzorce wewnetrzne PCDD/F z atomami chloru w pozy-
cjach 2,3,7,8 i znakowanych izotopem wegla ’C oraz wzorce wewnetrzne dioksynopodobnych PCB znakowa-
nych izotopem wegla *C w celu walidacji procedury analitycznej. Dodaje si¢ co najmniej jeden kongener dla kaz-
dej grupy homologicznej, od tetra- do oktachlorowanego PCDD|F oraz co najmniej jeden kongener dla kazdej
grupy homologicznej dioksynopodobnych PCB (alternatywnie, co najmniej jeden kongener dla kazdej funkcji
monitorowania wybranego jonu w spektrometrii mas, stuzacej do monitorowania PCDD/F i dioksynopodobnych
PCB). W przypadku metod potwierdzajacych nalezy zastosowal wszystkie 17 wzorcow wewnetrz-
nych PCDD/F z atomami chloru w pozycjach 2,3,7,8 i znakowanych izotopem wegla *C oraz wszystkie 12 wzor-
cow wewnetrznych dioksynopodobnych PCB znakowanych izotopem wegla C.

6.2.2.  Dla tych kongener6w, dla kt6rych nie zastosowano analogéw znakowanych izotopem wegla °C, nalezy réwniez
oznaczy¢ wzgledne wspolczynniki odpowiedzi przez zastosowanie odpowiednich roztwordw kalibracyjnych.

6.2.3. W przypadku paszy pochodzenia roslinnego i paszy pochodzenia zwierzgcego zawierajacej mniej niz 10 % tlusz-
czu dodawanie wzorcéw wewnetrznych przed ekstrakcjg jest obowigzkowe. W przypadku paszy pochodzenia
zwierzecego zawierajacej wiecej niz 10 % tluszczu wzorce wewnetrzne nalezy dodaé przed ekstrakcja thuszczu
albo po niej. Zaleznie od etapu, na ktérym wprowadza si¢ wzorce wewngtrzne, nalezy dokona¢ wiasciwej walida-
cji skutecznosci ekstrakeji.

6.2.4.  Przed analiza GC-MS nalezy doda¢ 1 lub 2 wzorce odzysku (surogaty).
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6.2.5.

6.3.

6.4.

6.5.

Konieczna jest kontrola odzysku. Jesli chodzi o metody potwierdzajace, odzysk poszczegdlnych wzorcéw wew-
netrznych musi miescic si¢ w zakresie od 60 do 120 %. Dopuszczalne sa nizsze lub wyzsze wartosci odzysku dla
poszczegdlnych kongeneréw, w szczegdlnoéci dla niektérych hepta- i oktachlorowanych dibenzo-p-dioksyn
i dibenzofurandw, jezeli ich udzial w wartosci TEQ nie przekracza 10 % catkowitej wartosci TEQ (na podstawie
sumy PCDD/F oraz dioksynopodobnych PCB). W przypadku metod przesiewowych GC-MS odzysk powinien
miesi¢ si¢ w zakresie od 30 do 140 %.

Usuwanie substancji interferujgcych

— Rozdzielenie PCDDJF od interferujacych zwigzkéw chlorowanych, takich jak niedioksynopodobne PCB czy
polichlorowane difenyloetery, nalezy przeprowadzi¢ przez zastosowanie odpowiednich technik chromatogra-
ficznych (najlepiej stosujac kolumne z florisilem, tlenkiem glinu lub weglem).

— Rozdzielanie izomeréw metodg chromatografii gazowej musi wynosi¢ < 25 % nakladania si¢ pikow pomiedzy
1,2,3,4,7,8-HxCDF1i 1,2,3,6,7,8-HxCDF.

Kalibracja przy zastosowaniu krzywej wzorcowej

Zakres krzywej wzorcowej musi obejmowaé odpowiednie zakresy najwyzszych dopuszczalnych pozioméw lub
poziomdéw reagowania.

Szczeg6towe kryteria dla metod potwierdzajgcych
— Dla GC-HRMS:

Przy HRMS rozdzielczo$¢ powinna zazwyczaj by¢ wigksza albo réwna 10 000 dla calego zakresu masy przy
10 % dolinie.

Spelnienie dalszych kryteriow identyfikacji i potwierdzenia opisanych w normach uznanych miedzynaro-
dowo, na przyklad w normie EN 16215:2012 (Pasze — Oznaczanie dioksyn i dioksynopodobnych PCB
metodg GC-HRMS oraz wskaznikowych PCB metodg GC-HRMS) lub w najnowszych wersjach metod EPA
161311668.

— Dla GC-MS/MS:

Monitorowanie przynajmniej 2 okreslonych jondéw macierzystych, z ktérych kazdy posiada jeden okreslony
odpowiadajacy mu przejéciowy jon potomny, dla wszystkich znakowanych i nieznakowanych analitéw
w zakresie analizy.

Najwyzsza dopuszczalna tolerancja dla wzglednych intensywnosci jonéw wynoszaca + 15 % dla wybranych
przejsciowych jonéw potomnych w poréwnaniu z wartoSciami obliczonymi lub zmierzonymi (Srednia
z wzorcOw kalibracji), z zastosowaniem identycznych warunkéw MS/MS — w szczegdlnosci energii zderzenia
i ci$nienia gazu przy zderzeniu — dla kazdego przejscia analitu.

Rozdzielczo$¢ dla kazdego kwadrupola okresla si¢ jako réwng lub lepsza w stosunku do jednostkowej roz-
dzielczosci masy (jednostkowa rozdzielczo$¢ masy: rozdzielczo$¢ wystarczajaca do rozdzielenia dwdch
pikéw oddalonych o jedng jednostke masy) w celu zminimalizowania mozliwych interferencji dotyczacych
danych analitéw.

Spelnienie dalszych kryteriow opisanych w normach uznanych miedzynarodowo, na przyklad w normie
EN 16215:2012 (Pasze — Oznaczanie dioksyn i dioksynopodobnych PCB metodg GC-HRMS oraz wskazniko-
wych PCB metoda GC-HRMS) lub w najnowszych wersjach metod EPA 1613 i 1668, z wyjatkiem obowigzku
zastosowania GC-HRMS.

SZCZEGOLOWE WYMAGANIA DOTYCZACE METOD BIOANALITYCZNYCH

Metody bioanalityczne sa to metody oparte na zasadach biologicznych, np. testy komérkowe, receptorowe lub
immunologiczne. W niniejszym punkcie ustanowiono wymagania dla metod bioanalitycznych.

Metoda przesiewowa zasadniczo pozwala zaklasyfikowaé probke jako negatywna lub podejrzang o bycie pozy-
tywng. W tym celu obliczony poziom BEQ jest pordwnywany z wartoscig graniczng (zob. pkt 7.3). Probki ponizej
warto$ci granicznej sa uznawane za negatywne, a probki rowne wartosci granicznej lub ja przekraczajace — za
podejrzane o bycie pozytywnymi i wymagajace analizy metoda potwierdzajacg. W praktyce poziom BEQ odpo-
wiadajacy 2/3 najwyzszego dopuszczalnego poziomu moze postuzy¢ jako warto$¢ graniczna, pod warunkiem Ze
zapewnione sg: wskaznik liczby wynikéw falszywie negatywnych ponizej 5 % i dopuszczalny wskaznik wynikéw
falszywie pozytywnych. Przy odrgbnych najwyzszych dopuszczalnych poziomach dla PCDD[F i dla
sumy PCDD/F i dioksynopodobnych PCB sprawdzanie zgodnosci prébek bez frakcjonowania wymaga odpowied-
nich wartosci granicznych testu biologicznego dla PCDDJF. Jako warto$¢ graniczna do sprawdzenia probek prze-
kraczajacych poziomy reagowania wystarcza odpowiedni odsetek danego poziomu reagowania.
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Jesli orientacyjny poziom jest wyrazony w BEQ, wyniki probek muszg by¢ w zakresie roboczym i przekraczaé
poziom zglaszania (zob. pkt 7.1.117.1.6).

7.1. Ocena odpowiedzi

7.1.1. Wymagania ogélne

— Podczas obliczania stezenia z krzywej wzorcowej TCDD wartosci na gornej granicy krzywej wykazywac beda
wysokg zmienno$¢ (wysoki wspdlczynnik zmiennosci, CV). Zakres roboczy to obszar, w ktérym CV jest
mniejszy niz 15 %. Dolna granica zakresu roboczego (poziom zglaszania) musi zosta¢ ustalona (co najmniej
o wspdlczynnik 3) powyzej Slepej probki proceduralnej. Gorna granica zakresu roboczego jest zwykle repre-
zentowana przez warto$¢ EC;, (70 % najwyzszego skutecznego stezenia), ale jest nizsza, jezeli CV jest wyzszy
niz 15 % w tym zakresie. Zakres roboczy musi by¢ ustalony podczas walidacji. Wartosci graniczne (zob. pkt
7.3) musza miescic si¢ w zakresie roboczym.

— Roztwory wzorcowe i ekstrakty probek nalezy zbadaé trzykrotnie lub co najmniej dwukrotnie. Przy stosowa-
niu dwukrotnego badania roztwdr wzorcowy lub ekstrakt kontrolny badany w 4—6 dotkach rozmieszczonych
na plytce musi wywola¢ odpowiedz lub da¢ stezenie (mozliwe tylko w zakresie roboczym) w oparciu o CV
<15 %.

7.1.2. Kalibracja

7.1.2.1. Kalibracja przy zastosowaniu krzywej wzorcowej

— Poziomy w prébkach nalezy oszacowaé przez poréwnanie odpowiedzi badania z krzywa wzorcowg TCDD
(lub PCB 126 albo mieszaniny wzorcowej PCDD/PCDF/dioksynopodobnych PCB) w celu obliczenia poziomu
BEQ w ekstrakcie, a nastepnie w probcee.

— Krzywe wzorcowe powinny zawieraé 8-12 stezen (co najmniej w dwukrotnym badaniu) z wystarczajaca
liczba stezent w dolnych zakresach krzywej (zakres roboczy). Szczegdlna uwage nalezy zwrdcié na jakosé
dopasowania krzywej w roboczym zakresie. Warto$¢ R? jako taka ma niewielkie lub zadne znaczenie przy sza-
cowaniu dopasowania w regresji nieliniowej. Lepsze dopasowanie jest osiggane poprzez minimalizowanie
réznicy migdzy obliczanym a obserwowanym poziomem w zakresie roboczym krzywej, np. przez minimali-
zowanie sumy kwadratéw reszt.

— Oszacowany poziom w ekstrakcie probki jest nastgpnie korygowany o poziom BEQ obliczany dla $lepej
probki matrycowej lub odczynnikowej (aby uwzglednié zanieczyszczenia z zastosowanych rozpuszczalnikow
i chemikaliéw) oraz odzysk (obliczany z poziomu BEQ odpowiednich prébek referencyjnych zawierajacych
reprezentatywny profil kongeneréw na poziomie zbliZonym do wartosci najwyzszego dopuszczalnego
poziomu lub poziomu reagowania). Dla przeprowadzenia korekty odzysku odzysk musi zawsze miesci¢ si¢
w wymaganym zakresie (zob. pkt 7.1.4). Probki referencyjne stosowane do korekty odzysku muszg by¢
zgodne z wymaganiami podanymi w pkt 7.2.

7.1.2.2. Kalibracja przy zastosowaniu probek referencyjnych

Alternatywnie mozna zastosowac krzywg wzorcowg przygotowana na co najmniej czterech probkach referencyj-
nych (zob. pkt 7.2.4): mozna wykorzysta¢ jedng lepa probke matrycows plus trzy probki referencyjne o wartosci
0,5-, 1- i 2-krotnego najwyzszego dopuszczalnego poziomu lub poziomu reagowania, eliminujac potrzebe
korekty o prébke Slepg i odzysk, jezeli wlasciwosci matrycy prébek referencyjnych odpowiadajg wlasciwosciom
nieznanych prébek. W takim przypadku odpowiedZ badania stanowigca 2[3 najwyzszego dopuszczalnego
poziomu (zob. pkt 7.3) mozna obliczy¢ bezposrednio z tych probek i zastosowac jako warto$¢ graniczng. Dla
sprawdzenia prébek przekraczajacych poziomy reagowania jako warto$¢ graniczna wystarcza odpowiedni odse-
tek tych pozioméw reagowania.

7.1.3. Oddzielne oznaczanie PCDD/F i dioksynopodobnych PCB

Ekstrakty mozna rozdziela¢ na frakcje zawierajgce PCDDJF i dioksynopodobne PCB, umozliwiajgc oddzielne
oznaczanie pozioméw TEQ dla PCDDJF i dioksynopodobnych PCB (wyrazonych w BEQ). Do oceny wynikéw dla
frakcji zawierajacej dioksynopodobne PCB najlepiej zastosowa¢ standardowg krzywa wzorcowa PCB 126.
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Odzysk testu biologicznego

»Odzysk testu biologicznego« nalezy obliczy¢ dla odpowiednich préobkach referencyjnych z reprezentatywnymi
profilami kongeneréw w granicach najwyzszego dopuszczalnego poziomu lub poziomu reagowania i wyrazi¢
jako odsetek poziomu BEQ w poréwnaniu z poziomem TEQ. Zaleznie od typu badania i zastosowanych TEF (')
réznice miedzy czynnikami TEF i REP dla dioksynopodobnych PCB moga spowodowa¢ niski odzysk dla dioksy-
nopodobnych PCB w poréwnaniu z PCDDJF. Dlatego, jezeli przeprowadzane jest odrgbne oznacze-
nie PCDDJF i dioksynopodobnych PCB, odzysk testu biologicznego powinien wynosi¢: dla dioksynopodobnych
PCB: 20-60 %, dla PCDD|F: 50-130 % (zakresy stosowane sa do krzywej wzorcowej TCDD). Poniewaz udzial
dioksynopodobnych PCB w sumie PCDDJF i dioksynopodobnych PCB moze rézni¢ si¢ zaleznie od réznych
matryc i probek, odzyski testu biologicznego dla sumy PCDDJF i dioksynopodobnych PCB odzwierciedlaja te
zakresy i powinny wynosi¢ od 30 do 130 %. Kazda znaczna zmiana wartosci TEF w przepisach unijnych w odnie-
sieniu do PCDDJF i dioksynopodobnych PCB wymaga zmiany tych zakresow.

Kontrola pozioméw odzysku na potrzeby oczyszczania

Podczas walidacji nalezy sprawdzi¢ strate zwiazkéw podczas oczyszczania. Slepa probke wzbogacong mieszaning
réznych kongeneréw nalezy przekaza¢ do oczyszczania (co najmniej n = 3), a odzysk i zmienno$¢ sprawdzi¢
metoda potwierdzajaca. Odzysk powinien wynosi¢ od 60 do 120 % szczeg6lnie dla kongeneréw majacych ponad
10 % udzial w poziomie TEQ w réznych mieszaninach.

Poziom zglaszania

Przy zglaszaniu pozioméw BEQ nalezy okresli¢ poziom zglaszania na odpowiednich prébkach matrycy, obejmu-
jacych typowe profile kongeneréw, ale nie z krzywej wzorcowej wzorcow ze wzgledu na niska precyzje w dolnym
zakresie krzywej. Nalezy uwzgledni¢ wplywy z ekstrakcji i oczyszczania. Poziom zglaszania nalezy ustali¢ co naj-
mniej o wspolczynnik 3 powyzej Slepej probki proceduralnej.

Stosowanie prébek referencyjnych

Prébki referencyjne reprezentuja matryce probki, profile kongeneréw i zakresy stezen dla PCDDJF i dioksynopo-
dobnych PCB w granicach najwyzszego dopuszczalnego poziomu lub poziomu reagowania.

Do kazdej serii badan wlacza sig Slepa probke matrycows lub, jezeli to niemozliwe, $lepg probke proceduralng
oraz probke referencyjng na najwyzszym dopuszczalnym poziomie lub na poziomie reagowania. Prébki te
muszg zosta¢ ekstrahowane i zbadane w tym samym czasie w identycznych warunkach. Probka referencyjna
musi dawaé wyraznie podwyzszong odpowiedZ w poréwnaniu z prébka Slepg, gwarantujac w ten sposéb przy-
datno$¢ badania. Probki te mozna zastosowaé do korekty $lepej proby i korekty odzysku.

Prébki referencyjne wybrane do przeprowadzenia korekty odzysku muszg by¢ reprezentatywne dla probek bada-
nych, co oznacza, ze profile kongeneréw nie moga prowadzi¢ do niedoszacowania pozioméw.

Mozna wigczy¢ dodatkowe prébki referencyjne zawierajace np. 0,5- i 2-krotno$¢ najwyzszego dopuszczalnego
poziomu lub poziomu reagowania, aby wykaza¢ wlasciwa wydajno$¢ badania — w zakresie zainteresowania — do
celéw kontroli najwyzszego dopuszczalnego poziomu lub poziomu reagowania. Probki te mozna zastosowaé
facznie do obliczania pozioméw BEQ w probkach badanych (zob. pkt 7.1.2.2).

Oznaczenie wartosci granicznej

Nalezy ustali¢ relacje miedzy wynikami bioanalitycznymi wyrazonymi w BEQ a wynikami metody potwierdzaja-
cej wyrazonymi w TEQ (np. w drodze eksperymentéw kalibracji przy zastosowaniu dopasowanej matrycy, z uzy-
ciem prébek referencyjnych wzbogaconych o 0-, 0,5-, 1- i 2-krotno$¢ najwyzszego dopuszczalnego poziomu
przy 6 powtérzeniach na kazdym poziomie (n = 24). Z tej relacji mozna oszacowaé wspotczynniki korekty (Slepa
proba i odzysk), jednak nalezy je sprawdzi¢ zgodnie z pkt 7.2.2.

(") Aktualne wymogi s oparte na TEF opublikowanych w: M. Van den Berg et al, Toxicol Sci 93 (2), 223-241 (2006).
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Nalezy ustali¢ wartosci graniczne dla decyzji o zgodnosci probki z najwyzszymi dopuszczalnymi poziomami lub
dla celow kontroli pozioméw reagowania, jezeli ma to znaczenie, przy odpowiednich najwyzszych dopuszczal-
nych poziomach lub poziomach reagowania ustanowionych dla PCDD/F i dla dioksynopodobnych PCB osobno
albo dla sumy PCDDJF i dioksynopodobnych PCB. Sa one reprezentowane przez dolng granice rozkladu wynikéw
bioanalitycznych (skorygowana o wynik badania prébki Slepej i odzysk), odpowiadajaca decyzyjnej wartosci gra-
nicznej metody potwierdzajacej w oparciu o 95 % poziom ufnosci, zakladajac wskaznik liczby wynikow falszywie
negatywnych na poziomie < 5 % oraz RSDg < 25 %. Decyzyjna warto$¢ graniczna metody potwierdzajgcej to naj-
wyzszy dopuszczalny poziom, przy uwzglednieniu niepewnosci rozszerzonej pomiaru.

Warto$¢ graniczng (w BEQ) mozna obliczy¢ wedlug jednego ze sposobéw podanych w pkt 7.3.1, 7.3.2 oraz 7.3.3.
(zob. rysunek 1).

7.3.1.  Zastosowanie dolnego pasma 95 % przedziatu predykdji przy decyzyjnej wartosci granicznej metody potwierdzaja-

cej
Warto$¢ graniczna = BEQ,, —s,, X tu,f:m,g\/ 1/n+1/m+ (x, —x)*/0.,

gdzie:

BEQp: warto$¢ BEQ odpowiadajaca decyzyjnej wartosci granicznej metody potwierdzajacej
bedacej najwyzszym dopuszczalnym poziomem, przy uwzglednieniu niepewnosci roz-
szerzonej pomiaru

Syx odchylenie standardowe reszt

tof-ma czynnik Studenta (a = 5 %, f = stopnie swobody, jednostronne)

m catkowita liczba punktéw kalibracji (indeks j)

n liczba powtdrzen na kazdym poziomie

X; stezenie probki (w TEQ) w punkcie kalibracji i okreslone metoda potwierdzajaca
$rednia stezen (w TEQ) wszystkich prébek kalibracji

X
Q. = ZW, (x, —X)’ parametr sumy kwadrat6éw, i = indeks punktu kalibracji i

7.3.2.  Obliczenie z wynikéw bioanalitycznych (skorygowanych o prébe Slepa i odzysk) wielokrotnych analiz prébek
(n 2 6) zanieczyszczonych na poziomie decyzyjnej wartosci granicznej metody potwierdzajacej, jako dolna granica
dystrybucji danych przy odpowiadajacej $redniej wartoci BEQ:

Warto$¢ graniczna = BEQ,, — 1,64 x SD,
gdzie:

SDg odchylenie standardowe wynik6éw testu biologicznego przy BEQp,, mierzone w warunkach odtwarzal-
nosci wewnatrzlaboratoryjnej

7.3.3.  Obliczenie jako $redniej wartosci wynikéw bioanalitycznych (w BEQ, skorygowanych o prébe Slepa i odzysk)
z wielokrotnej analizy prébek (n > 6) zanieczyszczonych na poziomie 2/3 najwyzszego dopuszczalnego poziomu
lub poziomu reagowania, oparte na obserwacji, ze ten poziom bedzie miescit si¢ w okolicach wartosci granicznej
oznaczonej zgodnie z pkt 7.3.1 lub 7.3.2:

Obliczenie wartosci granicznych w oparciu 0 95 % poziom ufnosci przy zalozeniu wskaznika ilosci wynikow fal-
szywie negatywnych na poziomie < 5 % oraz RSDg < 25 %:

1. z dolnego pasma 95 % przedziatu predykcji przy poziomie decyzyjnej wartosci granicznej metody potwierdza-
Jacej;

2. z wielokrotnych analiz probek (n > 6) zanieczyszczonych na poziomie decyzyjnej warto$ci granicznej metody
potwierdzajacej, jako dolna granica dystrybucji danych (reprezentowana na rysunku przez krzywa dzwonowa)
przy odpowiadajacej Sredniej wartosci BEQ.
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Ograniczenia wartosci granicznych

Warto$ci graniczne oparte na BEQ obliczone z RSDg uzyskanego podczas walidacji przy zastosowaniu ograniczo-
nej liczby prébek o réznych profilach matryc/kongeneréw moga przekraczaé najwyzsze dopuszczalne poziomy
lub poziomy reagowania oparte na TEQ ze wzgledu na lepsza precyzje niz precyzja osiggana rutynowo, kiedy
trzeba kontrolowa¢ nieznane spektrum mozliwych profili kongeneréw. W takich przypadkach wartosci graniczne
nalezy oblicza¢ z RSDy = 25 % lub nalezy wybra¢ 2/3 wartosci najwyzszego dopuszczalnego poziomu lub
poziomu reagowania.

Parametry wydajnosci

Poniewaz w metodach bioanalitycznych niemozliwe jest stosowanie wzorcéw wewnetrznych, nalezy przeprowa-
dzi¢ badania powtarzalno$ci metod bioanalitycznych pozwalajace na uzyskanie informacji o odchyleniu standar-
dowym w obrebie jednej serii badan i miedzy tymi seriami. Powtarzalno§¢ musi by¢ na poziomie ponizej 20 %,
a odtwarzalno$¢ wewnatrzlaboratoryjna — ponizej 25 %. Wyniki te powinny opierac si¢ na obliczonych pozio-
mach w BEQ po korekcie préby $lepej i odzysku.

Jako czg$¢ procesu walidacji nalezy wykaza¢, ze badania pozwalaja na odréznienie miedzy proba Slepg a pozio-
mem warto$ci granicznej, umozliwiajac identyfikacj¢ probek powyzej odpowiadajacej wartosci granicznej (zob.
pkt 7.1.2).

Nalezy zdefiniowa¢ docelowe zwiazki, mozliwe interferencje oraz najwyzsze tolerowane poziomy sygnatu préby
Slepej.

Odchylenie standardowe procentowe w odpowiedzi lub stezeniu obliczonym z odpowiedzi (mozliwe tylko
w zakresie roboczym) potréjnego oznaczenia ekstraktu préobki nie moze przekraczaé 15 %.

Do oceny wydajnoéci metody bioanalitycznej w stalym okresie nalezy zastosowaé nieskorygowane wyniki probek
referencyjnych wyrazone w BEQ (prdbka $lepa i najwyzszy dopuszczalny poziom lub poziom reagowania).
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7.4.6.  Wykresy kontroli jakosci dla §lepej prébki proceduralnej i kazdego typu prébki referencyjnej nalezy zarejestrowac
i sprawdzi¢, aby upewnic sig, ze wydajno$¢ analityczna jest zgodna z wymogami, w szczegdlnosci dla Slepych pro-
bek proceduralnych pod wzgledem wymaganej minimalnej réznicy w dolnej granicy zakresu roboczego oraz dla
prébek referencyjnych w odniesieniu do odtwarzalnosci wewnatrzlaboratoryjnej. Slepe prébki proceduralne
muszg by¢ dobrze kontrolowane, aby unikna¢ wynikéw falszywie negatywnych podczas odejmowania.

7.4.7.  Nalezy zgromadzi¢ wyniki z analizy metodami potwierdzajacymi podejrzanych prébek oraz 2-10 % prébek nega-
tywnych (co najmniej 20 prébek na matryce) i zastosowaé je do oceny wydajnosci metody przesiewowej oraz
zwigzku miedzy BEQ i TEQ. Te¢ baz¢ danych mozna zastosowaé do ponownej oceny wartosci granicznych stoso-
wanej do rutynowych prébek dla zwalidowanych matryc.

7.4.8.  Wydajno$¢ metody mozna takze wykazac przez uczestnictwo w badaniach bieglosci. Wyniki z prébek analizowa-
nych w badaniach biegloici, obejmujacych zakres stezenn do np. 2-krotnosci najwyzszego dopuszczalnego
poziomu, moga zostal wlaczone do oceny wskaznika ilo$ci wynikow falszywie negatywnych, jezeli laboratorium
jest w stanie wykaza¢ wydajno$¢ metody. Probki musza obejmowac najczestsze profile kongenerdw, reprezentu-
jace rézne zrodla.

7.4.9. Podczas incydentéw mozna ponownie oceni¢ wartosci graniczne odzwierciedlajace konkretne profile matryc
i kongeneréw danego incydentu.

8. PRZEDSTAWIANIE WYNIKOW
8.1. Metody potwierdzajgce

8.1.1. Wyniki analiz muszg zawiera¢ poziomy poszczegdlnych kongeneréw PCDDJF i dioksynopodobnych PCB, przy
czym podaje si¢ warto$ci TEQ zgodnie z metodg zerowq, metodg granicy oznaczalnosci i metoda potowy granicy
oznaczalnosci, aby zawrze¢ w sprawozdaniu na temat wynikow maksymalng ilo$¢ informacji i umozliwi¢ tym
samym dokonanie interpretacji wynikoéw zgodnie z konkretnymi wymaganiami.

8.1.2.  Sprawozdanie takie musi zawiera¢ opis metody zastosowanej do ekstrakcji PCDD/F i dioksynopodobnych PCB.

8.1.3.  Nalezy udostepni¢ dane na temat pozioméw odzysku poszczegdlnych wzorcéw wewnetrznych, jezeli te poziomy
odzysku znajdujg si¢ poza zakresem, o ktérym mowa w pkt 6.2.5, lub gdy przekroczono najwyzszy dopuszczalny
poziom (w tym przypadku wartosci odzysku dla jednej z dwdch analiz powtérnych), a w pozostatych przypad-
kach na zgdanie.

8.1.4. Poniewaz przy ustalaniu zgodnosci probki uwzglednia si¢ niepewno$¢ rozszerzong pomiaru, nalezy podaé ten
parametr. W zwigzku z powyzszym wyniki analizy nalezy podawac jako x +/- U, gdzie x oznacza wynik analizy,
a U — niepewno$¢ rozszerzong pomiaru, przy zastosowaniu wspélczynnika rozszerzenia 2, co daje poziom
ufnosci okoto 95 %. W przypadku odrebnego oznaczania PCDDJF i dioksynopodobnych PCB nalezy zastosowac
sume szacowanej niepewnosci rozszerzonej dla odrebnych wynikéw analitycznych dla PCDD/JF i dioksynopodob-
nych PCB w odniesieniu do sumy PCDD/F i dioksynopodobnych PCB.

8.1.5. Wyniki nalezy wyrazi¢ w tych samych jednostkach i z co najmniej tg samg liczbg cyfr znaczacych, co najwyzsze
dopuszczalne poziomy okre$lone w dyrektywie 2002/32/WE.

8.2. Bioanalityczne metody przesiewowe
8.2.1.  Wynik badan przesiewowych wyrazany jest jako negatywny lub podejrzany o bycie pozytywnym (»podejrzanyc).

8.2.2.  Ponadto mozna podaé orientacyjny wynik dla PCDD/F lub dla dioksynopodobnych PCB wyrazony w BEQ, a nie
w TEQ.

8.2.3.  Probki dajace odpowiedZ ponizej poziomu zglaszania nalezy oznaczy¢ jako »ponizej poziomu zglaszania«. Probki
dajace odpowiedz powyzej zakresu roboczego wskazuje si¢ jako »przekraczajace zakres roboczy, a poziom odpo-
wiadajacy gornej granicy zakresu roboczego podaje si¢ w BEQ.

8.2.4. W sprawozdaniu, dla kazdego typu matrycy probki, nalezy podac najwyzszy dopuszczalny poziom lub poziom
reagowania, na ktérym opiera si¢ ocena.
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W sprawozdaniu nalezy podaé zastosowany rodzaj badania, podstawowe zasady badania i rodzaj kalibracji.
Sprawozdanie takie musi zawiera¢ opis metody zastosowanej do ekstrakcji PCDD/F i dioksynopodobnych PCB.

W przypadku prébek podejrzanych o bycie pozytywnymi sprawozdanie musi zawieral uwage o dzialaniach, jakie
nalezy podjaé. Stezenie PCDD/F oraz sumy PCDDJF i dioksynopodobnych PCB w prébkach, ktére zawieraja ich
podwyzszone poziomy, trzeba oznaczy¢ lub potwierdzi¢ przy zastosowaniu metody potwierdzajacej.

Wryniki pozytywne zglasza si¢ wylacznie w wyniku analizy potwierdzajacej.
Fizykochemiczne metody przesiewowe
Wynik badan przesiewowych wyrazany jest jako negatywny lub podejrzany o bycie pozytywnym (»podejrzanyx).

W sprawozdaniu, dla kazdego typu matrycy probki, nalezy podaé najwyzszy dopuszczalny poziom lub poziom
reagowania, na ktérym opiera si¢ ocena.

Ponadto mozna podaé poziomy poszczegdlnych kongeneréw PCDD/F i dioksynopodobnych PCB oraz wartosci
TEQ przedstawione zgodnie z metodg zerowg, metodg granicy oznaczalnosci i metodg potowy granicy oznaczal-
nosci. Wyniki nalezy wyrazi¢ w tych samych jednostkach i z co najmniej tg sama liczbg cyfr znaczacych, co naj-
wyzsze dopuszczalne poziomy okreslone w dyrektywie 2002/32/WE.

Nalezy udostepnic¢ dane na temat pozioméw odzysku poszczegblnych wzorcéw wewnetrznych, jezeli te poziomy
odzysku znajduja si¢ poza zakresem, o ktérym mowa w pkt 6.2.5, lub gdy przekroczono najwyzszy dopuszczalny
poziom (w tym przypadku wartosci odzysku dla jednej z dwdch analiz powtérnych), a w pozostatych przypad-
kach na zgdanie.

W sprawozdaniu nalezy poda¢ zastosowang metode GC-MS.
Sprawozdanie takie musi zawiera¢ opis metody zastosowanej do ekstrakcji PCDD/F i dioksynopodobnych PCB.

W przypadku prébek podejrzanych o bycie pozytywnymi sprawozdanie musi zawiera¢ uwage o dzialaniach, jakie
nalezy podjal. Stezenie PCDD/F oraz sumy PCDDJF i dioksynopodobnych PCB w préobkach, ktére zawierajg ich
podwyzszone poziomy, trzeba oznaczy¢ lub potwierdzi¢ przy zastosowaniu metody potwierdzajacej.

Niezgodno$¢ mozna stwierdzi¢ dopiero po przeprowadzeniu analizy potwierdzajacej.

ROZDZIAL 11T

PRZYGOTOWANIE PROBEK I WYMAGANIA DOTYCZACE METOD ANALIZY STOSOWANYCH W URZEDOWE] KONTROLI POZIO-

3.1.

MOW NIEDIOKSYNOPODOBNYCH PCB W PASZY

Zakres stosowania

Wymagania ustanowione w niniejszym rozdziale stosuje si¢ w przypadku paszy analizowanej do celéw urzedo-
wych kontroli pozioméw niedioksynopodobnych PCB oraz w odniesieniu do przygotowywania probek oraz
wymog6w analitycznych do innych celéw regulacyjnych, co obejmuje kontrole wykonywane przez podmiot dzia-
fajacy na rynku pasz w celu zapewnienia zgodnosci z przepisami rozporzadzenia (WE) nr 183/2005.

Mozliwe metody oznaczania

Chromatografia gazowa/detekcja wychwytu elektronéw (GC-ECD), GC-LMRS, GC-MS/MS, GC-HRMS lub metody
réwnowazne

Identyfikacja i potwierdzenie analitéw bedacych przedmiotem zainteresowania

Wzgledny czas retencji w stosunku do wzorcéw wewnetrznych lub referencyjnych (akceptowane odchylenie +/-
0,25 %)
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3.2. Rozdzielenie metodg chromatografii gazowej niedioksynopodobnych PCB od substangji interferujacych, przede
wszystkich wspotwymywajacych PCB, w szczegdlnosci jezeli poziomy probek mieszczg si¢ w zakresie granic usta-
nowionych w przepisach i jezeli nalezy potwierdzi¢ niezgodno$¢ ().

3.3. Wymagania dla technik GC-MS

Monitorowanie co najmniej nastepujacej liczby jonéw molekularnych lub jonéw charakterystycznych w klastrze
molekularnym:

a) dwoch jonéw o specyficznej wartosci dla HRMS;
b) trzech jonéw o specyficznej wartosci dla LRMS;

¢) dwdch okreslonych jonéw macierzystych, z ktdrych kazdy posiada jeden okreslony odpowiadajacy mu prze-
jSciowy jon potomny dla MS-MS.

Najwyzsza dopuszczalna tolerancja dla stosunku abundangji dla wybranych fragmentéw mas:

Wzgledne odchylenie stosunku abundancji wybranych fragmentéw mas od teoretycznej abundancji lub wzorca
kalibragji dla jonu docelowego (monitorowany jon o najwigkszej abundancji) i jonéw pomocniczych: £ 15 %.

3.4. Wymagania dla technik GC-ECD
Wymagane jest potwierdzenie wynikéw przekraczajacych najwyzszy dopuszczalny poziom przy pomocy dwdch
kolumn GC z fazami stacjonarnymi o réznej polarnosci.

4. Wykazanie wydajnosci metody

Walidacja wydajnosci metody odbywa si¢ w zakresie najwyzszego dopuszczalnego poziomu (0,5- do 2-krotnosci
najwyzszego dopuszczalnego poziomu) przy akceptowanym wspélczynniku zmiennosci dla powtarzanej analizy
(zob. wymagania dotyczace precyzji posredniej w pkt 9).

5. Granica oznaczalno$ci
Suma LOQ (**) niedioksynopodobnych PCB nie moze by¢ wyzsza niz jedna trzecia najwyzszego dopuszczalnego
poziomu (V).

6. Kontrola jakosci

Regularne analizy prébek Slepych, analiza probek wzbogaconych, probek do kontroli jakosci, uczestnictwo w mig-
dzylaboratoryjnych badaniach odpowiednich matryc

7. Kontrola pozioméw odzysku

7.1. Stosowanie wlasciwych wzorcow wewnetrznych o wlasciwosciach fizycznych i chemicznych poréwnywalnych
z wlasciwosciami analitéw bedacych przedmiotem zainteresowania

7.2. Dodanie wzorcéw wewnetrznych:

Dodanie do produktéw (przed ekstrakcjg i oczyszczaniem)

7.3. Wymagania dla metod z wykorzystaniem wszystkich szesciu kongeneréw niedioksynopodobnych PCB znakowa-
nych izotopowo:

a) korekta wynikoéw wzgledem pozioméw odzysku wzorcéw wewnetrznych;
b) poziomy odzysku wzorcéw wewnetrznych znakowanych izotopowo musza miesci¢ si¢ miedzy 60 a 120 %;

) akceptuje si¢ nizsze lub wyzsze poziomy odzysku dla poszczegélnych kongeneréw, ktérych udzial w sumie
niedioksynopodobnych PCB wynosi ponizej 10 %.

(") Kongenery, ktére s3 czesto wspStwymywane, to np. PCB 28/31, PCB 52/69 oraz PCB 138/163/164. W przypadku GC-MS nalezy roz-
wazy( takze ewentualne interferencje z fragmentéw wyzej chlorowanych kongeneréw.

(") W stosownych przypadkach korzysta si¢ z zasad opisanych w dokumencie »Guidance Document on the Estimation of LOD and LOQ
for Measurements in the Field of Contaminants in Feed and Foodx« [https://data.europa.eu/doi/10.2787/8931].

(**) Zaleca sig, aby w probce znajdowal si¢ nizszy poziom odczynnika prébki Slepej wzgledem poziomu zanieczyszczenia. Laboratorium
odpowiada za kontrolowanie zréznicowania pozioméw prébki lepej, w szczegdlnosci jezeli poziomy probki Slepej sa odejmowane.
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7.4.

7.5.

10.

10.1.

10.2.

10.3.

10.4.

10.5.

Wymagania dla metod niewykorzystujacych wszystkich szesciu wzorcéw wewnetrznych znakowanych lub wyko-
rzystujacych inne wzorce wewnetrzne:

a) kontrola odzysku wzorcéw wewnetrznych dla kazdej probki;
b) poziomy odzysku wzorcéw wewnetrznych miedzy 60 a 120 %;

¢) korekta wynikéw wzgledem pozioméw odzysku wzorcéw wewngtrznych.

Poziomy odzysku kongeneréw nieznakowanych nalezy sprawdzi¢ przez prébki wzbogacone lub prébki do kon-
troli jakosci o stezeniach w zakresie najwyzszego dopuszczalnego poziomu. Poziomy odzysku tych kongeneréow
nalezy uzna¢ za akceptowalne, jezeli mieszczg si¢ pomiedzy 60 a 120 %.

Wymagania dotyczace laboratoriéw

Zgodnie z przepisami rozporzadzenia (UE) 2017/625 laboratoria muszg by¢ akredytowane przez uznany organ
dzialajacy zgodnie z wytyczng ISO[IEC 58, aby zapewni¢, ze przy przeprowadzaniu analiz stosuja system zapew-
niania jako$ci. Laboratoria musza posiada¢ akredytacje zgodna z norma EN ISO/IEC 17025. Ponadto nalezy stoso-
waé zasady opisane w wytycznych technicznych dotyczacych szacowania niepewnosci pomiaru i granic oznaczal-
nosci w odniesieniu do analizy PCB ().

Parametry wydajnoSci: kryteria dla sumy niedioksynopodobnych PCB na najwyzszym dopuszczalnym
poziomie

Spektrometria mas z rozcieficzeniem

. ” Inne techniki
izotopowym (*)

Poprawnosé -20do+20% -30do+30%
Precyzja posrednia (RSD %) <15% <20%
Réznica migdzy obliczeniem <20% <20%

uzyskanym metoda granicy
oznaczalnosci a obliczeniem
uzyskanym metoda zerowa

(*) Wymagane wykorzystanie wszystkich sze$ciu analogéw znakowanych izotopem wegla >C jako wzorcéw wewngtrznych.

Przedstawianie wynikow

Wryniki analiz musza zawiera¢ poziomy poszczegdlnych niedioksynopodobnych PCB oraz sume¢ kongeneréw tych
PCB przedstawionych zgodnie z metodg zerows, metoda granicy oznaczalnosci i metoda polowy granicy ozna-
czalnosci, aby zawrze¢ w sprawozdaniu na temat wynikéw maksymalng ilo$¢ informacji i umozliwi¢ tym samym
dokonanie interpretacji wynikéw zgodnie z konkretnymi wymaganiami.

Sprawozdanie takie musi zawiera¢ opis metody zastosowanej do ekstrakcji PCB.

Nalezy udostgpni¢ poziomy odzysku poszczegblnych wzorcéw wewnetrznych, jezeli te poziomy odzysku znaj-
dujg si¢ poza zakresem, o ktérym mowa w pkt 7, lub gdy przekroczono najwyzszy dopuszczalny poziom,
a w pozostatych przypadkach na Zadanie.

Poniewaz przy ustalaniu zgodnosci probki uwzglednia si¢ niepewno$¢ rozszerzona pomiaru, nalezy podaé réw-
niez ten parametr. W zwigzku z powyzszym wyniki analizy nalezy podawa¢ jako x +/- U, gdzie x oznacza wynik
analizy, a U — niepewno$¢ rozszerzona pomiaru, przy zastosowaniu wspélczynnika rozszerzenia 2, co daje
poziom ufnosci okoto 95 %.

Wyniki nalezy wyrazi¢ w tych samych jednostkach i z co najmniej tg samg liczbg cyfr znaczacych, co najwyzsze
dopuszczalne poziomy okre$lone w dyrektywie 2002/32/WE.

(") Zob. przypis 37.
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B) NORMY EN
Do celow stosowania art. 34 ust. 2 lit. a) rozporzadzenia (UE) 2017/625 istotne s3 nastepujace normy EN:

EN 17194: Pasze: Metody pobierania prébek i analiz — Oznaczanie deoksyniwalenolu, aflatoksyny B1, fumonizyn B1 i B2,
toksyn T-2 i HT-2, zearalenonu i ochratoksyny A w materiatach i mieszankach paszowych metodg LC-MS/MS

EN 17270: Pasze: Metody pobierania prébek i analiz — Oznaczanie teobrominy w materiatach paszowych i mieszankach
paszowych, wlacznie ze skladnikami pochodzacymi z kakao, metoda chromatografii cieczowej

EN 17504 Pasze: Metody pobierania probek i analiz. Oznaczanie gossypolu w nasionach bawelny i paszach metodg LC-MS|
MS

EN 17362 Pasze: Metody pobierania prébek i analiz — Oznaczanie pentachlorofenolu (PCP) w materiatach paszowych i mie-
szankach paszowych metodg LC-MS/MS

EN 16279: Pasze — Oznaczanie zawartoéci fluorku metodg elektrody jonoselektywnej (ISE) po wczesniejszym traktowaniu
kwasem chlorowodorowym

EN 17053: Pasze: Metody pobierania probek i analiz — Oznaczanie pierwiastkéw $ladowych, metali ciezkich i innych
pierwiastkéw w paszy metodg ICP-MS (metoda wielopierwiastkowa)

EN 15550 Pasze — Metody pobierania prébek i analiz — Oznaczanie kadmu i olowiu metoda absorpcyjnej spektrometrii
atomowe;j z zastosowaniem kuwety grafitowej (GF-AAS) po mineralizacji ci$nieniowe;j

EN 16206 Pasze — Oznaczanie arsenu metodg absorpcyjnej spektrometrii atomowej z generowaniem wodorkéw (HGAAS)
po trawieniu ci$nieniowym z zastosowaniem mikrofal (trawienie 65 % kwasem azotowym(V) i 30 % nadtlenkiem wodoru)

EN 16277 Pasze — Oznaczanie rteci metodg absorpcyjnej spektrometrii atomowej z wykorzystaniem zimnych par (CVAAS)
po trawieniu ci$nieniowym z zastosowaniem mikrofal (ekstrakcja z uzyciem 65 % kwasu azotowego(V) i 30 % nadtlenku
wodoru)

EN 16278 Pasze — Oznaczanie nieorganicznego arsenu metoda absorpcyjnej spektrometrii atomowej z generowaniem
wodorkéw (HG-AAS) po trawieniu z wykorzystaniem mikrofal i rozdziale przez ekstrakcje do fazy stalej (SPE)

EN 17374 Pasze: Metody pobierania probek i analiz — Oznaczanie nieorganicznego arsenu w paszach z zastosowaniem
anionowymiennej wysokosprawnej chromatografii cieczowej sprz¢zonej ze spektrometrig mas z plazma indukcyjnie
sprz¢zong HPLC-ICP-MS”
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ZALACZNIK VI

+LZALACZNIK VII

METODA OBLICZANIA WARTOSCI ENERGETYCZNE] PASZ DLA DROBIU

1. Metoda obliczania i wyrazania warto$ci energetycznej

Warto$¢ energetyczna mieszanek paszowych dla drobiu musi by¢ obliczana zgodnie ze wzorem okreslonym ponizej, na
podstawie procentowej zawarto$ci niektérych sktadnikéw analitycznych paszy. Warto$¢ ta musi by¢ wyrazana w mega-
dzulach (M]) energii metabolicznej (EM), skorygowana wzgledem azotu, na kilogram mieszanki paszowej:

MJ/kg EM = 0,1551 x % biatka surowego + 0,3431 x % tluszczu surowego + 0,1669 x % skrobi + 0,1301 x % catkowitej
zawartosci cukru (wyrazonego jako sacharoza).

2. Tolerancje majace zastosowanie do warto$ci deklarowanych
Jezeli kontrola urzedowa wykaze rozbiezno$¢ (wyzsza lub nizszg warto$¢ energetyczng paszy) miedzy wynikiem kon-
troli a deklarowang wartoscig energetyczng, dopuszczalna jest tolerancja wynoszaca 0,4 MJ/kg EM.

3. Wyrazanie wynikéw
Wrynik otrzymany po zastosowaniu podanego powyzej wzoru nalezy podawaé z dokladnoscig do jednego miejsca po
przecinku.

4. Pobieranie probek i metody analizy

Pobieranie probek mieszanki paszowej oraz okreslanie zawartosci skladnikéw analitycznych wskazanych w metodzie
obliczania muszg odbywac si¢ odpowiednio zgodnie z unijnymi metodami pobierania prébek oraz metodami analizy
dla urzgdowej kontroli pasz.

Nalezy stosowa¢ nastepujace metody:

— do oznaczania zawartosci thuszczu surowego: postgpowanie B z metody oznaczania surowych olejow i tluszczow,
okreslone w zalaczniku III cze$¢ G,

— do oznaczania zawartosci skrobi: metoda polarymetryczna, okreslona w zalaczniku III cz¢$¢ K.

METODA OBLICZANIA WARTOSCI ENERGETYCZNE] W MATERIALACH PASZOWYCH I MIESZANKACH
PASZOWYCH DLA KOTOW I PSOW

Warto$¢ energetyczng w materialach paszowych i mieszankach paszowych dla kotéw i pséw oblicza si¢ zgodnie z norma
EN 16967 Pasze: Metody pobierania prébek i analiz — Réwnania do przewidywania energii metabolicznej w materiatach
paszowych i mieszankach paszowych (karma) dla kotéw i pséw lgcznie z karma dietetyczng”
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