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(ARty przyjete na mocy Traktatéw WE/Euratom, ktérych publikagja jest obowigzkowa)

ROZPORZADZENIA

ROZPORZADZENIE KOMISJI (WE) nr 152/2009
z dnia 27 stycznia 2009 r.
ustanawiajace metody pobierania probek i dokonywania analiz do celow urzedowej kontroli pasz

(Tekst majacy znaczenie dla EOG)

KOMISJA WSPOLNOT EUROPEJSKICH, — czwarta dyrektywa Komisji 73/46/EWG z dnia 5 grud-
nia 1972 r. ustanawiajgca wspdlnotowe metody
analizy do celéw urzedowej kontroli pasz (%),

uwzgledniajac Traktat ustanawiajacy Wspélnote Europejska,

— pierwsza dyrektywa Komisji 76/371/EWG z dnia
1 marca 1976 r. ustanawiajaca wspolnotowe metody
pobierania prébek i dokonywania analizy do celéw
urzedowej kontroli pasz (%),

uwzgledniajgc rozporzadzenie (WE) nr 882/2004 Parlamentu
Europejskiego 1 Rady z dnia 29 kwietnia 2004 r. w sprawie
kontroli urzedowych przeprowadzanych w celu sprawdzenia
zgodnosci z prawem paszowym i zywnoS$ciowym oraz regutami
dotyczacymi zdrowia zwierzat i dobrostanu zwierzat (1),

w szczegblnosci jego art. 11 ust. 4 lit. a), b) i ¢), — siédma dyrektywa Komisji 76/372[EWG z dnia

1 marca 1976 r. ustanawiajaca wspolnotowe metody
analizy do celéw urzedowej kontroli pasz (),

a takze majac na uwadze, co nastgpuje:

— 6sma dyrektywa Komisji 78/633EWG z dnia
15 czerwca 1978 r. ustanawiajagca wspolnotowe
(1)  Ponizsze akty prawne przyjeto w celu wdrozenia dyrektywy metody analizy do celéw urzedowej kontroli pasz (°),
70/373[/EWG i pozostaja one w mocy zgodnie z art. 61
ust. 2 rozporzadzenia (WE) nr 882/2004:
— dziewigta dyrektywa Komisji 81/715(EWG z dnia
31 lipca 1981 r. ustanawiajaca wspolnotowe metody

— pierwsza dyrektywa Komisji 71/250/EWG z dnia analizy do celéw urzedowej kontroli pasz ()

15 czerwca 1971 r. ustanawiajagca wspdlnotowe
metody analizy do celéw urzedowej kontroli pasz (%),
— dziesigta dyrektywa Komisji 84/425/EWG z dnia
25 lipca 1984 r. ustanawiajaca wspolnotowe metody

analizy do celéw urzedowej kontroli pasz (19),
— druga dyrektywa Komisji 71/393/EWG z dnia 18 lis-

topada 1971 r. ustanawiajaca wspdlnotowe metody

analiz do celéw urzedowej kontroli pasz (), — dyrektywa Komisji 86/174/EWG z dnia 9 kwietnia

1986 r. okreSlajaca metode obliczania wartosci

energetycznej mieszanek paszowych dla drobiu (1),
— trzecia dyrektywa Komisji 72/199/EWG z dnia
27 kwietnia 1972 r. ustalajgca wspdlnotowe metody
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— jedenasta dyrektywa Komisji 93/70/EWG z dnia
28 lipca 1993 r. ustanawiajaca wspélnotowe metody
analiz do celéw urzedowej kontroli pasz (1),

— dwunasta dyrektywa Komisji 93/117/WE z dnia
17 grudnia 1993 r. ustanawiajgca wspdlnotowe
metody analizy do celéw urzedowej kontroli pasz (3),

— dyrektywa Komisji 98/64/WE z dnia 3 wrze$nia
1998 r. ustanawiajaca wspélnotowe metody analiz do
oznaczenia aminokwasow, surowych olejow i thusz-
czéw oraz olaquindoksu w paszach i zmieniajaca
dyrektywe 71/393/EWG (),

—  dyrektywa Komisji 1999/27/WE z dnia 20 kwietnia
1999 r. ustanawiajaca wspdlnotowe metody analiz dla
oznaczania amprolium, diklazurilu i karbadoksu
w paszach oraz zmieniajagca dyrektywy 71/250/
EWG, 73[46[EWG i uchylajaca dyrektywe 74/203/
EWG (%),

— dyrektywa Komisji 1999/76/WE z dnia 23 lipca
1999 r. ustanawiajgca wspo6lnotowa metode analizy
dla oznaczania lasalocidu soli sodowej w paszach (%),

— dyrektywa Komisji 2000/45/WE z dnia 6 lipca
2000 r. ustanawiajaca wspdlnotowe metody analizy
do celéw oznaczania witaminy A, witaminy E i trypto-
fanu w paszach (%),

— dyrektywa Komisji 2002/70/WE z dnia 26 lipca
2002 r. ustanawiajagca wymagania dotyczace okres-
lania pozioméw dioksyn i dioksynopochodnych poli-
chlorowanych bifenyli (PCB) w paszach ('),

—  dyrektywa Komisji 2003/126/WE z dnia 23 grudnia
2003 r. w sprawie analitycznej metody okreslania
skladnikow pochodzenia zwierzecego do celéw
urzedowej kontroli pasz (5).

Poniewaz dyrektywe 70/373/EWG zastgpiono rozpo-
rzadzeniem (WE) nr 882/2004, nalezy zastgpi¢ akty
wykonawcze do tej dyrektywy jednym rozporzadzeniem.
Jednoczesnie metody powinny zosta¢ dostosowane
w $wietle rozwoju wiedzy naukowej i technicznej. Metody,
ktore stracity wazno$¢ w odniesieniu do ich celu, powinny
zosta¢ usunigte. Przewiduje si¢, Ze przepisy dotyczace
pobierania probek zostang w odpowiednim czasie zaktua-
lizowane w celu uwzglednienia nowych osiagnie¢ w zakresie
produkcji, przechowywania, transportu i sprzedazy pasz,
jednakze do tego czasu nalezy utrzymac¢ istniejace przepisy
dotyczgce pobierania probek.

Nalezy zatem uchyli¢ dyrektywy 71/250/EWG, 71393/
EWG, 72[199[EWG, 73/46[EWG, 76/371[EWG, 76/372/

EWG, 78/633/EWG, 81/715[EWG, 84/425/EWG, 86/174|
EWG, 93/70/EWG, 93/117/WE, 98/64/WE, 1999/27|WE,
1999/76/WE, 2000/45/WE, 2002/70/WE i 2003/126/WE.

4 Srodki przewidziane w niniejszym rozporzadzeniu  s3
zgodne z opinig Stalego Komitetu ds. taicucha Zywno$-
ciowego i Zdrowia Zwierzat,

PRZYJMUJE NINIEJSZE ROZPORZADZENIE:

Artykut 1

Pobieranie probek do celéw urzedowej kontroli pasz, w zakresie
oznaczania skladnikow, dodatkéw oraz niepozadanych substan-
Gji, z wyjatkiem pozostatosci pestycydéw i mikroorganizméw,
przeprowadzane jest zgodnie z metodami opisanymi w zalacz-
niku L

Artykut 2

Przygotowanie probek do analizy i wyrazanie wynikéw odbywa
si¢ zgodnie z metodami opisanymi w zalaczniku IL

Artykut 3

Badania do celéw urzedowej kontroli pasz przeprowadzane sg
z wykorzystaniem metod okreslonych w  zalacznikach III
(Metody analizy skfadu materialéw i mieszanek paszowych), IV
(Metody analizy do celéw kontroli poziomu dopuszczonych
dodatkéw w paszach), V (Metody analizy do celow kontroli
zawartosci niepozadanych substancji w paszach) oraz VI (Metody
analizy dotyczace oznaczania skladnikéw pochodzenia zwierze-
cego do celéw urzedowej kontroli pasz).

Artykut 4

Warto$¢ energetyczna mieszanek paszowych dla drobiu obli-
czana jest zgodnie z zalacznikiem VIL

Artykut 5

Okreslone w zalgczniku VIII metody analizy majace na celu
kontrole nielegalnej obecnosci w paszach dodatkéw, ktére juz
nie sa dopuszczone, stosowane sa do celéw potwierdzania.

Artykut 6

Dyrektywy 71/250[EWG, 71/393[EWG, 72[199/EWG, 73[46
EWG, 76/371/EWG, 76[372[EWG, 78/633/EWG, 81/715[EWG,

Dz.U.L 2342 17.9.1993,s. 17.

84/425[EWG, 86/174[EWG, 93/70[EWG, 93/117/WE, 98/64/
WE, 1999/27/WE, 1999/76/WE, 2000/45/WE, 2002/70/WE
i 2003/126/WE traca moc.

Dz.U. L 329 z 30.12.1993, s. 54.
Dz.U.L 257 2 19.9.1998, s. 14.
Dz.U.L 118 z 6.5.1999, s. 36.
Dz.U. L 207 z 6.8.1999, s. 13.
Dz.U.L 174 z 13.7.2000, s. 32.
Dz.U. L 209 z 6.8.2002, s. 15.
Dz.U. L 339 z 24.12.2003, s. 78.

Odestania do uchylonych dyrektyw rozumiane s3 jako odestania
do niniejszego rozporzadzenia i interpretuje zgodnie z tabelami
korelacji w zalaczniku IX.
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Artykut 7

Niniejsze rozporzadzenie wchodzi w zycie dwudziestego dnia po jego opublikowaniu w Dzienniku Urzgdowym
Unii Europejskiej.

Niniejsze rozporzadzenie stosuje si¢ od dnia 26 sierpnia 2009 r.

Niniejsze rozporzadzenie wigze w calosci i jest bezposrednio stosowane we wszystkich
panstwach cztonkowskich.

Sporzadzono w Brukseli dnia 27 sierpnia 2009 r.
W imieniu Komisji
Androulla VASSILIOU

Czlonek Komisji
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4.1.

4.2.

4.2.1.1.

4.2.1.2.

4.2.3.

ZALACZNIK 1

METODY POBIERANIA PROBEK

CEL I ZAKRES STOSOWANIA METODY

Prébki przeznaczone do urzedowej kontroli pasz pobierane sa zgodnie z metodami opisanymi ponizej. Probki
otrzymane w ten spos6b uwaza si¢ za reprezentatywne dla kontrolowanych partii.

PERSONEL POBIERAJACY PROBKI

Probki pobierane sa przez osoby upowaznione do tego celu przez panstwa czlonkowskie.

DEFINICJE

Kontrolowana partia: ilo§¢ produktu stanowigca parti¢, posiadajaca cechy wystarczajagce do uznania jej za
jednolita.

Prébka pierwotna: ilo§¢ produktu pobrana z jednego miejsca kontrolowanej partii.
Prébka zbiorcza: sumaryczna ilo§¢ pierwotnych prébek pobranych z tej samej kontrolowanej partii.
Prébka zredukowana: reprezentatywna cz¢$¢ zbiorczej probki otrzymana z niej w procesie redukcyjnym.

Probka koficowa: cz¢$¢ zredukowanej probki lub zhomogenizowanej probki zbiorcze;.

APARATURA I SPRZET

Sprzet do pobierania probek musi by¢ wykonany z materialéw, ktére nie zanieczyszcza kontrolowanego
produktu. Taki sprzet moze by¢ urzedowo zatwierdzony przez pafstwa cztonkowskie.

Sprzet zalecany do pobierania probek pasz stalych
Rgczne pobieranie prébek

Szufelka o plaskim dnie i prostopadlych $ciankach bocznych.

Sonda z otwieranymi okienkami lub przegrodami, ktérej wymiary musza by¢ dostosowane do charakterystyki
kontrolowanej partii (glebokos¢ pojemnika, wymiary worka itp.) i do wielkosci czastek paszy.

Mechaniczne pobieranie prébek

Zatwierdzone urzadzenie mechaniczne moze by¢ uzyte do pobierania prébek paszy w ruchu.
Rozdzielacz

Urzadzenie przeznaczone do dzielenia probek w przyblizeniu na réwne czgSci moze by¢ stosowane do
pobierania prébek pierwotnych oraz w celu przygotowania probek zredukowanych i koficowych.

WYMAGANIA ILOSCIOWE

5.A. W odniesieniu do kontroli zawartosci substancji lub produktéw jednolicie rozmieszczonych
W paszy

5.A.1. Kontrolowana partia
Rozmiar kontrolowanej partii musi umozliwia¢ pobranie probek kazdej czgici sktadowej.
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5.A.2. Probki pierwotne
5.A.2.1. Pasze sypkie: Minimalna liczba prébek pierwotnych:
5.A.2.1.1. waga kontrolowanych partii nie wigksza siedem
niz 2,5 tony
5.A.2.1.2. waga kontrolowanych partii wigksza niz v dwudziestokrotnos¢ liczby ton metrycz-
2,5 tony nych stanowigcych wage kontrolowanej par-
tii (), maksymalnie do 40 prébek
pierwotnych
5.A.2.2. Pasze opakowane: Minimalna liczba opakowan, z ktérych
pobiera si¢ prébki (**):
5.A.2.2.1. Opakowania o wadze wigkszej niz 1 kg:
5.A.2.2.1.1. kontrolowana partia zawierajaca od 1 do 4 | wszystkie opakowania
opakowan
5.A.2.2.1.2. kontrolowana partia zawierajaca od 5 do cztery
16 opakowan
5.A.2.2.1.3 kontrolowana partia zawierajaca ponad 16 |  liczba opakowan stanowiacych kontrolo-
opakowan wang parti¢ (*), maksymalnie do 20 opako-
wan
5.A.2.2.2. Opakowania o wadze nie wigkszej niz 1 kg | cztery
5.A.2.3. Pasze plynne lub polplynne: Minimalna liczba pojemnikéw, z ktérych
pobiera si¢ probki (**):
5.A.2.3.1. Pojemniki o objgtosci wigkszej niz 1 I:
5.A.2.3.1.1. kontrolowana partia zawierajaca od 1 do 4 | wszystkie pojemniki
pojemnikow
5.A.2.3.1.2. kontrolowana partia zawierajaca od 5 do cztery
16 pojemnikéw
5.A.2.3.1.3. kontrolowana partia zawierajaca ponad 16 |  liczba pojemnikéw stanowiacych kontro-
pojemnikéw lowang parti¢ (*), maksymalnie do dwu-
dziestu pojemnikéw
5.A.2.3.2. Pojemniki o objgtosci nie wigkszej niz 11 | cztery
5.A.2.4. Bloki paszy i lizawki mineralne Minimalna liczba blokéw lub lizawek, z kto-
rych pobiera si¢ probki (**):
jeden blok lub jedna lizawka na kontrolo-
wang parti¢ 25 sztuk, maksymalnie do
czterech blokéw lub lizawek
5.A.3. Probka zbiorcza
Wymagana jest jedna probka zbiorcza na kontrolowana partie. Calkowita waga prébek
pierwotnych tworzacych probke zbiorczg jest nie mniejsza niz:
5.A3.1. Pasze sypkie 4 kg
5.A.3.2. Pasze opakowane:
5.A.3.2.1. opakowania o wadze wigkszej niz 1 kg 4 kg
5.A.3.2.2. opakowania o wadze nie wigkszej niz 1 kg | waga zawartosci czterech oryginalnych opa-
kowani
5.A.3.3. Pasze plynne lub polplynne:
5.A.3.3.1. pojemniki o objetosci wigkszej niz 1 1 41
5.A.3.3.2. pojemniki o objetosci nie wigkszej niz 11 | objeto$¢ zawartosci czterech oryginalnych
opakowan
5.A.3.4. Bloki paszy i lizawki mineralne:
5.A.3.4.1. o wadze wigkszej niz 1 kg 4 kg
5.A.3.4.2. o wadze nie wigkszej niz 1 kg waga czterech oryginalnych blokéw lub

lizawek
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5.A.4. Probki koficowe
Prébki koficowe otrzymywane s3 z prébki zbiorczej w wyniku redukeji, jesli jest to
konieczne. Wymagana jest analiza co najmniej jednej probki koncowe Tlo$¢ probki
konicowej potrzebnej do analizy jest nie mniejsza niz:
Pasze stale 500 g
Pasze plynne lub polplynne 500 ml
5.B. W odniesieniu do kontroli niepozadanych substancji lub produktéw, ktére moga by¢
rozmieszczone niejednolicie w paszy, takich jak aﬂatoksyny, sporysz, racznik pospolity
i krotalaria w matena%ach paszowych (**¥)
5.B.1. Kontrolowana partia: zob. 5.A.1.
5.B.2. Prébki pierwotne
5B.2.1. Pasze sypkie: zob. 5.A.2.1.
5B.2.2. Pasze pakowane: Minimalna liczba opakowan:
5B.2.2.1. kontrolowana partia zawierajaca od 1 do 4 | wszystkie opakowania
opakowan
5.B.2.2.2. kontrolowana partia zawierajaca od 5 do cztery
16 opakowan
5.8.2.2.3. kontrolowana partia zawierajaca ponad 16 | V liczba opakowan stanowiacych kontrolo-
opakowan wang parti¢ (*), maksymalnie do czterdziestu
opakowan
5.B.3. Probki zbiorcze
Liczba probek zbiorczych rézni si¢ w zaleznosci od rozmiaru kontrolowanej partii.
Minimalna liczba probek zbiorczych na kontrolowana gartlg jest podana ponizej. Catkowita
waga probek pierwotnych tworzacych kazdg probke zbiorcza jest nie mniejsza niz 4 kg
5.B.3.1. Pasze sypkie
Waga kontrolowanej partii w tonach: Minimalna liczba prébek zbiorczych na
kontrolowang partie:
do 1 1
od powyzej 1 do 10 2
od powyzej 10 do 40 3
powyzej 40 4
5.B.3.2. Pasze opakowane
Rozmiar kontrolowanej partii w ilosci Minimalna liczba probek zbiorczych na
opakowar: kontrolowang partie:
1do 16 1
17 do 200 2
201 do 800 3
powyzej 800 4
5.B.4. Probki koficowe
Probki koricowe otrzymywane sa z kazdej probki zbiorczej w wyniku redukcji. Wymagana
jest analiza co najmniej jednej probki koricowej na prébke zbiorczg. Waga probki konicowej do
analizy nie moze by¢ mniejsza niz 500 g.

(*) ]ezeh uzyskana liczba nie jest liczbg catkowity, nalezy ja zaokragli¢ do nastepujacej po niej liczby catkowitej.
izypadku olgakowaﬁ lub pojemnikéw, ktérych zawarto$¢ nie przekracza 1 kg lub 11, oraz blokéw i lizawek o wadze nie
wiel

szej niz 1
lub jedna lizawka.

, probke pierwotng stanowi zawarto$¢ jednego oryginalnego opakowania lub pojemnika badz jeden blok

(***) Metody przewidziane w odniesieniu do 5.A stosuje si¢ w kontroli aflatoksyny, sporyszu, racznika pospolitego i krotalarii

w paszach pelnoporcjowych i uzupehniajacych.
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6.1.

6.2.

6.2.A.

6.2.A.1.

6.2.A.2.

6.2.A.3.

6.2.A.4.

6.2.A.5.

6.2.B.

INSTRUKCJE POBIERANIA, PRZYGOTOWANIA I PAKOWANIA PROBEK
Uwaga og6lna

Probki nalezy pobierac i przygotowywac tak szybko, jak to mozliwe, przy zachowaniu srodkéw ostroznosci
gwarantujacych, ze produkt nie ulegnie zmianie lub zanieczyszczeniu. Stosowany sprzet, a takze powierzchnie
i pojemniki przeznaczone na probki muszg by¢ czyste i suche.

Prébki pierwotne
W odniesieniu do kontroli substangji lub produktéw jednolicie rozmieszczonych w paszy

Probki pierwotne nalezy pobrac losowo z calej partii przy zachowaniu w przyblizeniu jednakowej ich wielkosci.

Pasze sypkie
Kontrolowang parti¢ nalezy podzieli¢ na réwne w przyblizeniu czgsci. Liczbg cz¢sci odpowiadajaca liczbie probek

pierwotnych wymaganej zgodnie z pkt 5.A.2. nalezy wybrac losowo i pobra¢ co najmniej jedna probke z kazdej
czescl.

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

Pasze opakowane

Po wybraniu wymaganej liczby opakowan w celu pobrania prébek zgodnie z pkt 5.A.2, czg$¢ zawartosci kazdego
opakowania nalezy pobra¢ przy uzyciu sondy lub szufelki. W miar¢ potrzeby, probki nalezy pobieraé po
opréznieniu kazdego z opakowan oddzielnie. Jakiekolwiek zbrylenia nalezy rozbi¢ (jesli to konieczne
odseparowac je, po rozbryleniu, zwréci¢ do prébki), oddzielnie dla kazdej prébki zbiorczej.

Jednorodne lub nadajace si¢ do homogenizacji pasze plynne lub péiplynne

Po wybraniu wymaganej liczby pojemnikéw w celu pobrania probek zgodnie z pkt 5.A.2 nalezy w razie potrzeby
zhomogenizowa¢ zawarto$¢ i pobraé prébke z kazdego pojemnika.

Probki pierwotne moga by¢ pobierane w trakcie oprézniania zawarto$ci pojemnika.

Nienadajace si¢ do homogenizacji pasze plynne lub pdlptynne

Po wybraniu wymaganej liczby pojemnikéw w celu pobrania probek zgodnie z pkt 5.A.2, nalezy pobraé prébki
z roznych pozioméw pojemnika.

Probki moga by¢ takze pobierane w trakcie oprdzniania pojemnikéw, przy czym pierwsza frakcje nalezy
odrzucié.

W kazdym przypadku calkowita pobrana objeto$¢ nie moze by¢ mniejsza niz 10 1.

Bloki paszy i lizawki mineralne

Po wybraniu wymaganej liczby blokéw i lizawek w celu pobrania prébek zgodnie z pkt 5.A.2. nalezy pobraé
cze$¢ kazdego bloku lub lizawki.

W odniesieniu do kontroli niepozgdanych substangji lub produktéw, ktdre mogg by¢ rozmieszczone niejednolicie w paszy,
takich jak aflatoksyny, sporysz, rgcznik pospolity i krotalaria w materiatach paszowych

Kontrolowang parti¢ nalezy podzieli¢ na pewng liczbe réwnych w przyblizeniu czesci, odpowiadajaca liczbie
prébek zbiorczych, okreslonej w pkt 5.B.3. Jezeli liczba ta jest wigksza niz jeden, catkowita liczba pierwotnych
prébek okreslona w pkt 5.B.2. musi by¢ rozdzielona réwno w przyblizeniu na wszystkie czesci. Nastepnie nalezy
pobra¢ prébki o zblizonej wielkosci () tak, aby catkowita masa probek z kazdej czesci byla nie mniejsza niz
wymagane 4 kg dla kazdej probki zbiorczej. Probki pierwotne pobierane z réznych czesci nie moga by< faczone.

(") W przypadku pasz opakowanych pobiera si¢ cze$¢ zawartosci opakowan przy uzyciu sondy lub szufelki po uprzednim oddzielnym

opréznieniu opakowarl, jesli jest to konieczne.
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Przygotowanie prébek zbiorczych

W odniesieniu do kontroli substancji lub produktéw jednolicie rozmieszczonych w paszy

Prébki pierwotne miesza si¢ w jedng prébke zbiorcza.

W odniesieniu do kontroli niepozgdanych substangji lub produktéw, ktdre mogg byé rozmieszczone niejednolicie w paszy,
takich jak aflatoksyny, sporysz, rgcznik pospolity i krotalaria w materiatach paszowych

Pierwotne probki z kazdej czgsci kontrolowanej partii nalezy zmieszac i podzieli¢ na probki zbiorcze w liczbie
okreslonej w pkt 5.B.3, przy czym nalezy zanotowal pochodzenie kazdej probki zbiorcze;j.

Przygotowanie prébek konicowych
Materiat kazdej probki zbiorczej nalezy doktadnie wymieszaé w celu otrzymania probki jednolitej (1). Jesli jest to

konieczne, probke zbiorcza nalezy najpierw zredukowana do wielkosci nie mniejszej niz 2 kg lub 2 1 (probka
zredukowana) przy uzyciu mechanicznego rozdzielacza lub metodg kwadratow.

Nalezy przygotowac co najmniej trzy probki koncowe tej samej wielkosci i dostosowane do ilo$ciowych wymagan
okreslonych w pkt 5.A.4 lub 5.B.4. Kazda prébke nalezy umiesci¢ w odpowiednim pojemniku. Nalezy podjaé
wszelkie $rodki ostroznosci, aby zapobiec zmianie sktadu probki, zanieczyszczeniu lub sfalszowaniu, ktére moga
nastapi¢ w czasie transportu lub przechowywania.

Pakowanie prébek koficowych

Pojemniki opakowan nalezy opieczgtowaé i oznakowaé (wszelkie etykiety musza by¢ opieczgtowane) w taki
sposéb, aby nie mozna bylo otworzy¢ pojemnika bez naruszania pieczeci.

PROTOKOL POBIERANIA PROBEK

Po kazdym pobraniu prébek nalezy sporzadzi¢ protokél umozliwiajacy jednoznaczng identyfikacje kazdej
kontrolowanej partii.

PRZEZNACZENIE PROBEK

Z kazdej probki zbiorczej co najmniej jedng prébke konicowa nalezy niezwlocznie przestaé do laboratorium
upowaznionego do prowadzenia badan wraz z informacjami niezbednymi dla analityka.

(1) Jakiekolwiek zbrylenia nalezy rozbi¢ (jesli to konieczne odseparowac je, po rozbryleniu, zwréci¢ do probki) oddzielnie dla kazdej probki

zbiorczej.
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3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

ZALACZNIK I

PRZEPISY OGOLNE DOTYCZACE METODYKI ANALIZY PASZ

A.  PRZYGOTOWANIE PROBEK DO BADAN
Cel

Ponizej opisany tryb postgpowania dotyczy przygotowania do badan prébek koncowych, przesylanych do
laboratoriéw kontrolnych po pobraniu zgodnie z przepisami okre$lonymi w zataczniku 1.

Probke do badaf nalezy przygotowaé tak, aby odwazone ilosci, zgodnie z metodyka postgpowania analitycznego,
byly jednorodne i reprezentatywne w odniesieniu do prébki koficowej.

Zalecane $rodki ostroznoS$ci

Wybér trybu postgpowania przy przygotowaniu probek zalezy od stosowanych metod analizy. Z tego wzgledu
bardzo wazne jest upewnienie si¢, czy wybrany tryb postgpowania jest wlasciwy w odniesieniu do stosowanej metody
analizy.

Wszystkie konieczne czynnosci nalezy wykonywac w taki sposdb, aby zapobiec zanieczyszczeniu i zmianie sktadu

probki do badan.

Rozdrabnianie, mieszanie, przesiewanie nalezy wykonywa¢ mozliwie szybko, przy ograniczonym dostepie powietrza
i $wiatla do probki do badaf. Nie nalezy stosowal miynkéw i rozdrabniaczy, ktore podczas pracy powoduja
nagrzewanie probki do badan.

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

Jezeli przygotowanie prébki do badan nie moze by¢ przeprowadzone bez znacznych zmian poziomu wilgotnosci
prébki, poziom jej wilgotnosci oznacza si¢ przed i po przygotowaniu prébki do badan, zgodnie z metoda, o ktérej
mowa w zalgczniku III czes$é A.

Sposéb postepowania

Podzieli¢ probke na odpowiednie mniejsze probki do celéw analizy i celéw referencyjnych, stosujac stosowne techniki
podzialu, np. naprzemienne przekopywanie, przerzucanie miejscowe lub rotacyjne. Stozkowanie i dzielenie na
¢wiartki nie sg zalecane, poniewaz moga dawac prébki o duzym bledzie podziatu. Probke referencyjng przechowywaé
w odpowiednim czystym i suchym pojemniku, wyposazonym w hermetyczny korek i przygotowaé probki do analizy
o0 masie co najmniej 100 g w sposéb opisany ponizej.

Pasze, ktdre mogg by¢ zmielone
Jezeli w metodyce postgpowania analitycznego nie ustalono inaczej, po zmieleniu, jezeli to konieczne, cala probke

przesiaé przez sito o otworach w ksztalcie kwadratéw o bokach 1 mm (zgodnie z zaleceniem ISO R565). Unikaé
nadmiernego rozdrobnienia.

Przesiang probke zamiesza¢ i umiesci¢ w odpowiednim, czystym i suchym pojemniku, wyposazonym w hermetyczny
korek. Bezposrednio przed odwazeniem prébki do badan — powtérnie zamieszac.

Pasze, ktére mogg by¢ zmielone po wysuszeniu

Jezeli w metodyce postgpowania analitycznego nie ustalono inaczej, wysuszy¢ probke w celu obnizenia poziomu
wilgotnosci do 8-12 %, zgodnie ze wstepng procedura suszenia opisang w pkt 4.3 w metodyce oznaczania
wilgotnosci, o ktérej mowa w zataczniku Il czg$¢é A. Nastepnie postgpowaé w sposdb okreslony w pkt 3.1.

Pasze plynne lub pétplynne

Probke umiesci¢ w odpowiednim, czystym i suchym pojemniku, wyposazonym w hermetyczny korek. Bezposrednio
przed odwazeniem probki do badan — dokladnie zamieszad.

Inne pasze

Probki, ktére nie moga by¢ przygotowane w jeden z wyzej opisanych sposobdéw, nalezy przygotowaé w taki sposéb,

aby odwazone ilosci wymagane do metodyki postgpowania analitycznego byly jednorodne i reprezentatywne dla
probki koficowej.
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Przechowywanie prébek

Prébki nalezy przechowywal w temperaturze, ktora nie spowoduje zmiany ich skladu. Prébki przeznaczone do
badania witamin lub substancji, ktére sa szczegdlnie wrazliwe na $wiatlo, nalezy przechowywal w brazowych,
szklanych pojemnikach.

B.  PRZEPISY DOTYCZACE ODCZYNNIKOW I APARATURY UZYWANE] W METODYCE POSTEPOWANIA
ANALITYCZNEGO

Jezeli w metodyce postepowania analitycznego nie ustalono inaczej, wszystkie stosowane odczynniki musza mieé
stopien czystosci do analizy. W przypadku oznaczania mikroelementéw czysto§¢ odczynnikéw nalezy sprawdzié
przez wykonanie $lepej proby. Zaleznie od uzyskanych wynikéw, moze by¢ konieczne dalsze oczyszczanie
odczynnikéw.

Jezeli w metodyce postgpowania analitycznego nie podano konkretnego rozpuszczalnika lub rozcieficzalnika,
w przypadku czynno$ci wymagajacych przygotowania roztwordw, rozcieficzania, splukiwania lub przemywania
nalezy stosowaé wode¢. Podstawowym wymogiem jest stosowanie wody demineralizowanej lub destylowanej.
W szczegblnych przypadkach, wymienionych w metodyce postgpowania analitycznego, wode nalezy oczysci¢
w specjalny sposéb.

Ze wzgledu na aparature i sprzet, ktore zwykle stosuje si¢ w laboratoriach kontrolnych, w metodyce postgpowania
analitycznego wymienia si¢ tylko te aparature i sprzet, ktére wymagaja szczegdlnego zastosowania lub maja specjalny
charakter. Wszystkie urzadzenia musza by¢ czyste, zwlaszcza gdy sa oznaczane bardzo male ilosci substancji.

C.  STOSOWANIE METODYKI POSTEPOWANIA ANALITYCZNEGO I WYRAZANIE WY NIKOW
Postgpowanie ekstrakcyjne

W kilku metodach okreslono konkretne postgpowanie ekstrakcyjne. Z reguly mozna zastosowaé inne postgpowanie
ekstrakcyjne, niz to, o ktérym mowa w danej metodyce, pod warunkiem, ze dowiedziono, iz w pordéwnaniu
z postgpowaniem okreSlonym w metodyce stosowane postgpowanie ma réwnowazng wydajno$¢ ekstrakeji
w odniesieniu do analizowanej matrycy.

Postgpowanie oczyszczajace

W kilku metodach okreslono konkretne postgpowanie oczyszczajace. Z reguly mozna zastosowac inne postgpowanie
oczyszczajace, niz to, o ktérym mowa w danej metodyce, pod warunkiem, ze dowiedziono, iz w pordéwnaniu
z postgpowaniem okreSlonym w metodyce stosowane postgpowanie daje réwnowazne wyniki analityczne
w odniesieniu do analizowanej matrycy.

Podawanie zastosowanych metod analitycznych w sprawozdaniu

Na ogét w odniesieniu do oznaczania zawarto$ci kazdej substancji w paszy okreslona jest jedna metoda analityczna.
Jezeli podanych jest kilka metod, w sprawozdaniu z badai nalezy wymieni¢ konkretng metod¢ zastosowang
w laboratorium kontrolnym.

Liczba oznaczen

Wynik podany w sprawozdaniu z badari stanowi Srednig warto$¢ co najmniej z dwoch oznaczen wykonanych
z oddzielnych czgsci tej samej probki i charakteryzuje si¢ zadowalajaca powtarzalnoscia.

Jednakze w przypadku substancji niepozadanych, jezeli wynik pierwszego oznaczenia jest znacznie (o > 50 %) nizszy
niz ustalona zawarto$¢ maksymalna, nie sa konieczne dodatkowe oznaczenia, pod warunkiem, ze stosowane jest
odpowiednie postgpowanie w odniesieniu do jakosci.

W przypadku kontroli deklarowanej zawarto$ci substancji lub skladnika, jezeli wynik pierwszego oznaczenia
potwierdza deklarowana zawarto$¢, tj. wyniki analizy mieszcza si¢ w dopuszczalnym zakresie zmiennosci co do
deklarowanej zawartosci, nie sa konieczne dodatkowe oznaczenia, pod warunkiem, Ze stosowane jest odpowiednie
postepowanie w odniesieniu do jakosci.

W niektorych przypadkach dopuszczalny zakres zmiennosci okreslony jest w prawodawstwie, np. w dyrektywie Rady
79/373[EWG ().

Podawanie wynikow analizy w sprawozdaniu

Wynik analizy nalezy wyraza¢ w sposéb podany w metodyce postgpowania analitycznego, zawieraé odpowiednia
liczbe cyfr znaczacych i, jezeli to konieczne, musi by¢ korygowany do wilgotnosci prébki koricowej przed
przygotowaniem.

Dz.U. L 86 z 6.4.1979, s. 30.
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Niepewno$¢ pomiaru i stopiefi odzysku w przypadku analizy substancji niepozadanych

W odniesieniu do substancji niepozadanych w rozumieniu dyrektywy 2002/32/WE, w tym dioksyn i dioksynopo-
dobnych polichlorowanych bifenyli (PCB), uznaje si¢, ze produkt przeznaczony do Zywienia zwierzat jest niezgodny
pod wzgledem ustalonej zawartosci maksymalnej, w przypadku gdy wynik analizy wskazuje na przekroczenie
zawarto$ci maksymalnej z uwzglednieniem rozszerzonej niepewno$ci pomiaru i poprawki na stopien odzysku.
Badane st¢zenie po uwzglednieniu poprawki na stopien odzysku i odjeciu rozszerzonej niepewnosci pomiaru od
wyniku stanowi podstawe oceny zgodnosci. Postgpowanie to ma zastosowanie jedynie w przypadkach, gdy stosowana
metoda analizy pozwala na ustalenie warto$ci niepewnosci pomiaru i stopnia odzysku (nie jest to mozliwe np.
w przypadku analizy mikroskopowe).

Wynik analizy przedstawia si¢ w spos6b nastepujacy (o ile stosowana metoda analizy pozwala na ustalenie wartosci
niepewno$ci pomiaru i stopnia odzysku):

a)  jako skorygowany na stopien odzysku, przy czym stopien ten nalezy wskazaé. Korekta na odzysk nie jest
konieczna, jesli stopiet odzysku wynosi 90-110 %;

b)  jako x +/- U, gdzie x oznacza wynik analizy, a U rozszerzong niepewno$¢ pomiaru, przy zastosowaniu
wspélezynnika rozszerzenia w wysokosci 2, ktéry daje wynik w przedziale ufnosci ok. 95 %.

Jezeli wynik analizy jest jednak znacznie (o > 50 %) nizszy niz ustalona zawarto$¢ maksymalna oraz pod warunkiem,
ze stosowane jest odpowiednie postepowanie w odniesieniu do jakosci, a analiza wykonywana jest jedynie do celow
sprawdzenia zgodnosci z przepisami prawnymi, wynik analizy mozna poda¢ bez korekty na odzysk; w takim
przypadku mozna pomina¢ podawanie stopnia odzysku i niepewnos$ci pomiaru.
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3.5.

3.6.

4.1.

ZALACZNIK 11

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 ilo§¢ substancji
lotnych.

Metody nie stosuje si¢ do badania produktéw mlecznych wystepujacych jako materialy paszowe, zwigzkéw
mineralnych, mieszanin skladajgcych si¢ gléwnie ze zwiazkéw mineralnych, tluszczéw i olejow pochodzenia
zwierzecego i roélinnego oraz nasion i owocéw rolin oleistych.

Sposob przeprowadzenia metody

Probka jest suszona w warunkach dostosowanych do wiasciwosci pasz. Obnizenie masy jest okreslane przez
wazenie. Jezeli pasze stale zawieraja duze ilo$ci wilgotnosci, konieczne jest przeprowadzenie wstepnego suszenia.

Aparatura i sprzet

Rozdrabniacz wykonany z materialéw niepochlaniajacych wilgotnosci, fatwy do czyszczenia, pozwalajacy na
szybkie i réwnomierne rozdrobnienie materialu bez nadmiernego ogrzewania, w sposéb ograniczajacy do
minimum kontakt z powietrzem, spelniajacy wymagania okreslone w pkt 4.1.1 i pkt 4.1.2 (np. miotek,

chlodzony woda mikrorozdrabniacz, skladany stozkowy mlynek albo rozdrabniacz wolnoobrotowy lub
wyposazony w koo zebate).

Waga analityczna wazaca z dokladnoscia do 1 mg.

Suche naczynka z nierdzewnego metalu lub ze szkta z przykrywkami umozliwiajagcymi hermetyczne zamknigcie,
o powierzchni roboczej umozliwiajacej réwnomierne rozprowadzenie badanej probki w warstwie 0,3 gfcm?.

Suszarka elektryczna z termostatem (+ 2 °C), dobrze wentylowana i pozwalajaca na szybka regulacje
temperatury (1).

Termostatowana suszarka prézniowa zaopatrzona w pompg¢ olejowa oraz mechanizm umozliwiajacy nawiew
gorgcego suchego powietrza lub wprowadzenie czynnika suszacego (np. tlenku wapnia).

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

Sposéb postepowania

Uwaga: CzynnoSci opisane w tej czeci nalezy wykonywaé natychmiast po otworzeniu opakowania probki.
Analiz¢ nalezy wykona¢ co najmniej w 2 powtdrzeniach.

Przygotowanie
Pasze inne niz okre§lone w pkt 4.1.2 i pkt 4.1.3

Pobra¢ co najmniej 50 g probki. Jezeli to konieczne, rozdrobni¢ lub podzieli¢ w taki sposob, aby zapobiec
jakimkolwiek zmianom zawartosci wilgotnosci (zob. pkt 6).

Zboza i kasze

Pobra¢ co najmniej 50 g prébki. Rozdrobni¢ na czastki, ktore przechodzg przez oczka sita o Srednicy 0,5 mm co
najmniej w 50 % i pozostaja w ilo$ci nie wyzszej niz 10 % na sicie o oczkach o $rednicy 1 mm.

(*) Do suszenia roslin zbozowych, maki, kaszy i maczki piec musi mie¢ pojemno$¢ cieplng taka, zeby po wstepnym nastawieniu na
temperaturg 131 °C powrécit do tej temperatury w czasie krotszym niz 45 minut po umieszczeniu w nim maksymalnej liczby prébek do
jednoczesnego wysuszenia. Wentylacja musi by¢ taka, aby wyniki suszenia przez dwie godziny maksymalnej liczby probek pszenicy
zwyczajnej nie roznily si¢ od wynikéw suszenia przez cztery godziny o wiecej niz o 0,15 %.
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4.2.

4.2.1.

4.2.2.

4.2.3.

4.3.

Pasze ciekle lub w postaci pasty, pasze z przewaga olejow lub tluszczéw

Pobra¢ 25 g prébki, zwazy¢ z dokladnoscia do 10 mg, dodaé odpowiednig ilos¢ bezwodnego piasku
odwazonego z dokladnoscig do 10 mg i zmiesza¢ do uzyskania homogennego produktu.

Suszenie
Pasze inne niz okre§lone w pkt 4.2.2 i 4.2.3

Zwazy¢, z dokladnoscia do 1 mg, naczynko z przykrywka (pkt 3.3). Do naczynka odwazy¢, z doktadnoscig do
1 mg, okolo 5 g probki i réwno rozmiesci¢. Wstawi¢ naczynko bez przykrywki do suszarki podgrzanej do
temperatury 103 °C. Aby zapobiec nadmiernemu spadkowi temperatury, umiesci¢ naczynko w suszarce tak
szybko, jak to mozliwe. Suszy¢ przez cztery godziny od czasu, gdy suszarka ponownie osiagnie temperature
103 °C. Natozy¢ przykrywke na naczynko, wyjac je z suszarki, pozostawi¢ do schlodzenia w eksykatorze
(pkt 3.6) na 30 do 45 minut i zwazy¢ z dokladnoscia do 1 mg.

Pasze z przewazajagcym udzialem oleju lub tluszczu suszy¢ ponownie w suszarce przez 30 minut w temperaturze
130 °C. Réznica pomiedzy dwoma wazeniami nie moze przekracza¢ 0,1 % wilgotnosci.

Zboza, maki, kasze i maczki

Zwazy¢, z dokladnoscia do 0,5 mg, naczynko z przykrywka (pkt 3.3). Do naczynka odwazy¢, z doktadnoscia do
1 mg, okolo 5 g rozdrobnionej prébki i rowno rozmiescié. Wstawi¢ naczynko bez przykrywki do suszarki
podgrzanej do temperatury 130 °C. Aby zapobiec nadmiernemu spadkowi temperatury, umiesci¢ naczynko
w suszarce tak szybko, jak to mozliwe. Suszy¢ przez dwie godziny od czasu, gdy suszarka ponownie osiggnie
temperaturg 130 °C. Nalozy¢ przykrywke na naczynko, wyjaé je z suszarki, pozostawi¢ do schlodzenia
w eksykatorze (pkt 3.6) na 30 do 45 minut i zwazy¢ z dokladnoscia do 1 mg.

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

Zwazy¢, z dokladnoscia do 0,5 mg, naczynko z przykrywka (pkt 3.3). Do naczynka odwazy¢, z doktadnoscia do
1 mg, okolo 5 g probki i réwno rozmiescié. Wstawi¢ naczynko bez przykrywki do suszarki prézniowej (pkt 3.5),
podgrzanej do temperatury od 80 do 85 °C. Aby zapobiec nadmiernemu spadkowi temperatury, umiesci¢
naczynko w suszarce tak szybko, jak to mozliwe.

Podwyzszy¢ ci$nienie do 100 Torr i pozostawi¢ w celu wysuszenia na cztery godziny pod dzialaniem tego
ci$nienia, w strumieniu goracego, suchego powietrza albo stosujac czynnik suszacy (ok. 300 g na 20 probek).
W drugim przypadku odlaczy¢ pompe prézniowa po uzyskaniu odpowiedniego ci$nienia. Czas suszenia liczy¢
od chwili, gdy suszarka ponownie osiggnie temperature od 80 do 85 °C. Ostroznie zréwnac¢ ci$nienie w suszarce
z ci$nieniem atmosferycznym. Otworzy¢ suszarke, szybko natozy¢ przykrywke na naczynko, wyjac je z suszarki,
pozostawi¢ do schlodzenia w eksykatorze (pkt 3.6) na 30—45 minut i zwazy¢ z dokladnoscig do 1 mg. Suszy¢
ponownie w suszarce prozniowej przez 30 minut o temperaturze od 80 do 85 °C i zwazy¢ powtdrnie. Roznica
pomiedzy dwoma wazeniami nie moze przekracza¢ 0,1 % wilgotnosci.

Suszenie wstgpne

Pasze inne niz okre$lone w pkt 4.3.2

Pasze stale o wysokim poziomie wilgotnosci, trudne do rozdrabniania, nalezy poddaé¢ wstgpnemu suszeniu
w nastepujacy sposob:

Odwazy¢ 50 g, z dokladnoscia do 10 mg, nierozdrobnionej probki (pasze sprasowane lub zbrylone mozna w razie
potrzeby wstepnie rozdzieli¢) do odpowiedniego naczynia (np. plytka aluminiowa o wymiarach 20 cm x 12 cm
z obwddka o wysokosci 0,5 cm). Suszy¢ w suszarce o temperaturze od 60 do 70 °C, az poziom wilgotnosci
obnizy si¢ do 8-12 %. Wyjac probke z suszarki, pozostawi¢ bez przykrycia do schtodzenia w laboratorium przez
godzing i zwazy¢ z dokladnoScia do 10 mg. Szybko rozdrobni¢, postgpujac w sposob okreslony w
pkt 4.1.1, i suszy¢ w sposob okreslony w pkt 4.2.1 lub 4.2.3, w zaleznosci od rodzaju paszy.

Zboza

Ziarno zbdz o wilgotnosci wyzszej niz 17 % nalezy podda¢ wstegpnemu suszeniu w nastepujacy sposéb:
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Odwazy¢, z dokladnoscia do 10 mg, 50 g nierozdrobnionego ziarna do odpowiedniego naczynia (np. plytka
aluminiowa o wymiarach 20 x 12 cm z obwédka o wysokosci 0,5 cm). Suszy¢ w suszarce od 5 do 7 minut
w temperaturze 130 °C. Wyjaé prébke z suszarki, pozostawi¢ bez przykrycia do schtodzenia w laboratorium
przez dwie godziny i zwazy¢ z dokladnoscia do 10 mg. Szybko rozdrobni¢, postgpujac w sposob okreslony
w pkt 4.1.2, i suszy¢ w spos6b okreslony w pkt 4.2.2.

Obliczanie wynikéw

Wilgotno$¢ (X) jako udzial procentowy w probee obliczana jest wedtug nastepujacych wzordw:

Suszenie bez wstgpnego podsuszania

_(m-mo) oo

m = poczatkowa masa w g badanej prébki
= masa w g badanej probki po wysuszeniu

8
|

Suszenie z podsuszaniem

- X 100 X
X, - wm_ml} o 100 00 « (1w)
m m X mj

m = poczgtkowa masa w g badanej probki

m; = masa w g badanej probki po wstgpnym podsuszaniu
m, = masa w g badanej probki po rozdrobnieniu

my = masa w g badanej prébki po wysuszeniu

Powtarzalnos¢

Réznica pomigdzy wynikami dwoch réwnoleglych oznaczen wykonanych dla tej samej prébki nie moze
przekraczaé 0,2 % bezwzglednej wartosci wilgotnosci.

Objasnienia

Jezeli rozdrabnianie prébki jest konieczne i wplywa na poziom wilgotnosci w produkcie, wyniki analizy
sktadnikéw paszowych nalezy skorygowaé o poziom wilgotnosci w poczatkowym stanie prébki.

B. OZNACZANIE WILGOTNOSCI OLE]C)W I TLUSZCZOW POCHODZENIA ZWIERZECEGO 1 ROSLIN-
NEGO

Cel i zakres stosowania metody

Metoda stuzy do oznaczania zawarto$ci wody i substancji lotnych w tluszczach i olejach pochodzenia
zwierzgcego oraz roslinnego.

Sposob przeprowadzenia metody

Probka jest suszona w temperaturze 103 °C do uzyskania stalej masy (ubytek masy migdzy dwoma kolejnymi
wazeniami musi by¢ réwny lub mniejszy niz 1 mg). Ubytek masy jest okreslany metodg wagowsa.
Aparatura i sprzet

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

Termometr rtgciowy ze wzmocnionym zbiornikiem i ekspansyjna rurka w gérnym koricu, z podziatka od 80 do
co najmniej 110 °C i o dlugosci okoto 10 cm.

Laznia piaskowa lub elektryczna plyta grzewcza.
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Eksykator zawierajacy efektywny $rodek suszacy.

Waga analityczna.

Sposéb postepowania

Odwazy¢, z dokladnoscia do 1 mg, okolo 20 g homogennej probki do suchego, zwazonego naczynia (3.1),
zawierajacego termometr (3.2). Ogrzewal na lazni piaskowej lub plycie grzewczej (3.3) ciagle mieszajac
termometrem, tak aby uzyska¢ wzrost temperatury do 90 °C w czasie okolo 7 minut.

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

W celu catkowitego odparowania wilgotnosci, ogrzewaé probke kilka razy do temperatury 103 °C £ 2 °C,
schtadzajac do 93 °C pomiedzy kolejnymi ogrzewaniami. Nastepnie schtodzi¢ probke do temperatury pokojowej
w eksykatorze (3.4) i zwazy(. Powtarza¢ ogrzewanie, dopoki ubytek masy pomigdzy dwoma kolejnymi
wazeniami nie bedzie wigkszy niz 2 mg.

Uwaga: Wzrost masy probki po powtornym ogrzewaniu wskazuje na utlenienie si¢ thuszczu. W takim przypadku
do obliczenia wyniku wzia¢ ostatnig mas¢ probki, przed wzrostem jej masy.

Obliczanie wynikéw

Wilgotno$¢ (X) jako udzial procentowy w probee obliczana jest wedlug nastgpujacego wzoru:

X = (my - o 2
(my —my) -

g
1}

masa w g badanej probki
m; = masa w g naczynia z zawarto$cig przed ogrzewaniem
m, = masa W g naczynia z zawartoscig po ogrzewaniu

Wyniki oznaczania nizsze niz 0,05 % nalezy zapisaé, uzywajac okreSlenia ,nizsze niz 0,05 %”.

Powtarzalnos¢

Réznica wilgotnosci pomiedzy wynikami dwdch réwnoleglych oznaczen wykonanych dla tej samej probki nie
moze przekracza¢ 0,05 % wartoci bezwzglednej.

C.  OZNACZANIE ZAWARTOSCI BIALKA SUROWEGO
Cel i zakres stosowania metody

Metoda stuzy do oznaczania zawartosci biatka surowego w paszach na podstawie zawartosci azotu oznaczonego
metodg Kjeldahla.

Sposéb przeprowadzenia metody
Prébka jest mineralizowana kwasem siarkowym w obecnosci katalizatora. Kwasny roztwor jest alkalizowany

z uzyciem roztworu wodorotlenku sodu. Amoniak destyluje si¢ i zbiera w znanej ilosci roztworu kwasu
siarkowego, ktorego nadmiar jest miareczkowany mianowanym roztworem wodorotlenku sodu.

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

Odczynniki i roztwory

Siarczan potasu.
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Katalizator: tlenek miedzi(ll) CuO lub siarczan miedzi(ll) CuSO4 5H,0 pentahydrat.
Granulowany cynk.

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

Kwas siarkowy, mianowany roztwor objetosciowy o stezeniu c¢(H,SO,4) = 0,25 mol/l.

Kwas siarkowy, mianowany roztwér objetoSciowy o stezeniu ¢(H,SO,) = 0,10 mol/L.

Kwas siarkowy, mianowany roztwor objeto$ciowy o stezeniu c¢(H,SO4) = 0,05 mol/l.
Czerwien metylowa, wskaznik: rozpusci¢ 300 mg czerwieni metylowej w 100 ml etanolu, 6 = 95-96 % (v/[v).
Wodorotlenek sodu (moze by¢ techniczny), roztwor o stezeniu ff = 40 g/100 ml (m/v: 40 %).
Wodorotlenek sodu, mianowany roztwér objetosciowy o stezeniu ¢(NaOH) = 0,25 mol/l.
Wodorotlenek sodu, mianowany roztwér objetosciowy o stezeniu ¢(NaOH) = 0,10 mol/l.
Granulowany pumeks, przemyty kwasem chlorowodorowym i wyprazony.

Acetanilid (temperatura topnienia = 114 °C, zawarto$¢ N = 10,36 %).

Sacharoza, niezawierajgca azotu.

Kwas borowy (H;BO3).

Roztwér czerwieni metylowej, wskaznik: rozpusci¢ 100 mg czerwieni metylowej w 100 ml etanolu lub
metanolu.

Roztwor zieleni bromokrezolowej: rozpusci¢ 100 mg zieleni bromokrezolowej w 100 ml etanolu lub metanolu.
Roztwér kwasu borowego (od 10 g/l do 40 gfl, w zaleznosci od stosowanej aparatury i sprzgtu)

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

Odczyn pH roztworu kwasu borowego moze rézni¢ si¢ miedzy seriami w zaleznosci od uzytej wody. Czesto do
uzyskania pozytywnej proby Slepej konieczne jest dostosowanie pH przy pomocy malej objetosci zasady.

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

Kwas chlorowodorowy, mianowany roztwoér objetosciowy o stezeniu ¢(HCI) = 0,10 mol/L.

Uwaga: Mozna zastosowa¢ inne stgzenia roztworow objc;toéciowych (3.5, 3.6, 3.7, 3.10, 3.11 i 3.19), jezeli
zostanie to uwzglednione w obliczeniach. St¢zenie nalezy podawaé zawsze z dokladnoscig do czterech
miejsc po przecinku.

Aparatura i sprzet

Aparatura i sprzet odpowiedni do przeprowadzenia mineralizacji, destylacji i miareczkowania wedtug metody

Kjeldahla.

Sposéb postepowania
Mineralizacja

Odwazy¢, z dokladnoscia do 0,001 g, 1g probki i przenies¢ do kolby aparatu do mineralizacji. Dodaé
15 g siarczanu potasu (3.1), odpowiednig ilo§¢ katalizatora (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 (3.4) oraz, w razie potrzeby, kilka granulek
pumeksu (3.12) i zamieszac.
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Poczatkowo ogrzewaé kolbe ostroznie, w razie konieczno$ci mieszajac od czasu do czasu, az do zweglenia
substancji i zaniku piany; nastgpnie zwigkszy¢ intensywnos$¢ ogrzewania az do trwalego wrzenia roztworu.
Ogrzewanie jest wlasciwe, jezeli wrzacy kwas kondensuje si¢ na Sciankach kolby. Zapobiega¢ przegrzewaniu si¢
$cianek i przylepianiu do nich organicznych czastek.

Od chwili gdy roztwor stanie si¢ klarowny i przyjmie jasnozielona barwe, kontynuowaé ogrzewanie przez dwie
godziny, a nastgpnie pozostawi¢ do schlodzenia.

Destylacja

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

Destylacja do kwasu siarkowego

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

Podlaczy¢ kolbe mineralizacyjng do chlodnicy aparatu destylacyjnego i zanurzy¢ koniec chlodnicy w cieczy
znajdujacej si¢ w kolbie odbieralnika na gleboko$¢ co najmniej 1 cm (zob. objasnienia pkt 8.3). Powoli wlaé
100 ml roztworu wodorotlenku sodu (3.9) do kolby mineralizacyjnej, nie dopuszczajac do strat amoniaku (zob.
objasnienia pkt 8.1). Ogrzewaé kolbe az do catkowitego oddestylowania amoniaku.

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 zawarto$ci
amoniaku w destylacie, nalezy stosowacl si¢ do instrukcji producenta aparatu.

Umiesci¢ kolbe odbieralnika zawierajagca od 25 do 30 ml roztworu kwasu borowego (3.18) pod ujsciem
chlodnicy w taki sposéb, aby rurka doprowadzajaca znajdowala si¢ pod powierzchnig nadmiaru roztworu kwasu
borowego. Ustawi¢ aparat destylacyjny, aby podal 50 ml roztworu wodorotlenku sodu (3.9). Obstugiwa¢ aparat
destylacyjny zgodnie z instrukcjami producenta i oddestylowa¢ amoniak uwolniony w wyniku dodania roztworu
wodorotlenku sodu. Zebra¢ destylat w roztworze kwasu borowego. Ilo§¢ destylatu (czas destylacji z parag wodna)
zalezy od zawartosci azotu w probcee. Postepowaé zgodnie z instrukcjami producenta.

Uwaga: W przypadku pélautomatycznego aparatu destylacyjnego dodawanie nadmiaru wodorotlenku sodu
i destylacja z para wodng przeprowadzane sg automatycznie.

Miareczkowanie

Postepowal 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 koncowego.

Kwas borowy

Miareczkowaé zawarto$¢ kolby odbieralnika mianowanym roztworem objetosciowym kwasu chlorowodoro-
wego (3.19) lub kwasu siarkowego (3.6) przy pomocy biurety i odczytac ilos¢ zuzytego titrantu.

Przy stosowaniu kolorymetrycznego punktu koficowego punkt koficowy osiaga si¢ w momencie pojawienia si¢
pierwszego $ladu rézowego zabarwienia cieczy. Okresli¢ odczyt biurety z dokladnoscia do 0,05 ml
W wizualizacji punktu koficowego pomocna jest pod$wietlana plyta mieszadla magnetycznego lub detektor
fotometryczny.

Mozna to przeprowadzi¢ automatycznie za pomocg parowego aparatu destylacyjnego z funkcja automatycznego
miareczkowania.

Przy obstudze konkretnego aparatu destylacyjnego lub aparatu do miareczkowania stosowaé si¢ do instrukeji
producenta.
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Uwaga: Jezeli stosowany jest system automatycznego miareczkowania, rozpoczyna si¢ ono bezpo$rednio po
destylacji i stosowany jest 1 % roztwor kwasu borowego (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 konicowy pH w miareczkowaniu osigga si¢ przy wartosci pH réwnej 4,6, co stanowi najwyzszy
punkt krzywej miareczkowania (punkt przegiecia).

Slepa préba

W celu potwierdzenia, ze zastosowane odczynniki nie zawierajg azotu, przeprowadziC S$lepg probe
(mineralizacj¢, destylacje i miareczkowanie), stosujac 1 g sacharozy (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$¢ biatka surowego jako udzial procentowy w masie obliczana jest wedtug nastgpujacego wzoru:

(Vo-V1) x ¢ x 0,014 x 100 x 6,25
m

gdzie:

Vy = objetos¢ w ml NaOH (3.10 lub 3.11) zuzytego do $lepej proby

V; = objetos¢ w ml NaOH (3.10 lub 3.11) zuzytego do miareczkowania prébki
¢ = stezenie w mol/l wodorotlenku sodu (3.10 lub 3.11)

m = masa w g probki

Obliczenia do miareczkowania zgodnie z pkt 5.3.2

Miareczkowanie kwasem chlorowodorowym

Zawarto$¢ biatka surowego jako udzial procentowy w masie obliczana jest wedtug nastepujacego wzoru:

(Vi-Vg) xcx1,4x6,25
m

m = masa nawazki w g

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

V; = objetos¢ w ml kwasu chlorowodorowego uzytego do nawazki

Miareczkowanie kwasem siarkowym

Zawarto$¢ biatka surowego jako udzial procentowy w masie obliczana jest wedtug nastgpujacego wzoru:

(V1 —Vo) X c X 2,8 x 6,25
m

m = masa nawazki w g

¢ = stezenie w mol/l mianowanego roztworu objetosciowego kwasu siarkowego (3.6)
Vy = objetos¢ w ml kwasu siarkowego (3.6) uzytego do proby $lepej

V; = objetos¢ w ml kwasu siarkowego (3.6) uzytego do nawazki
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Sprawdzenie metody
Powtarzalnos¢

Réznica migdzy wynikami dwoch réwnoleglych oznaczen wykonanych dla tej samej probki nie moze
przekraczaé:

— 0,2 % wartosci bezwzglednej, dla zawartosci bialka surowego nizszej niz 20 %,
— 1,0 % najwyzszego wyniku, dla zawartosci biatka surowego od 20 do 40 %,

— 0,4 % wartosci bezwzglednej, dla zawartosci biatka surowego wyzszej niz 40 %.

Doktadnos¢

Przeprowadzi¢ analiz¢ (mineralizacj¢, destylacje i miareczkowanie), stosujac od 1,5 do 2,0 g acetanilidu (3.13)
w obecnosci 1 g sacharozy (3.14); 1 g acetanilidu zuzywa 14,80 ml kwasu siarkowego (3.5). Stopient odzysku
musi wynosi¢ co najmniej 99 %.

Objasnienia

Sprzgt i aparatura moga by¢ obstugiwane recznie, pétautomatycznie lub by¢ catkowicie zautomatyzowane.
W przypadku koniecznosci przeniesienia urzadzenia pomigdzy etapami mineralizacji i destylacji, czynnos¢ te
nalezy wykona¢ bez jakichkolwiek strat. Jezeli kolba aparatu destylacyjnego nie jest wyposazona we wkraplacz,
doda¢ wodorotlenek sodu natychmiast przed podlaczeniem kolby do chlodnicy, wlewajac ciecz powoli po
$ciankach.

Jezeli roztwor przechodzi w postaé stala, ponownie przeprowadzi¢ oznaczanie, stosujac wigksze ilosci kwasu
siarkowego (3.4) niz podano wyzej.

W przypadku produktow o niskiej zawartosci azotu objeto$¢ kwasu siarkowego (3.7), ktéra ma zosta¢ dodana
do kolby odbieralnika, moze by¢ w miare potrzeby zmniejszona do 10 lub 15 ml i uzupelniona woda do
objetosci 25 ml.

Do celow rutynowego badania mozna stosowac inne metody analizy w odniesieniu do oznaczania biatka
surowego, ale metoda Kjeldahla opisana w niniejszej czg¢sci C stanowi metodg referencyjng. Réwnowaznosé
wynikéw uzyskanych inng metodg (np. DUMAS) w poréwnaniu z metodg referencyjng musi zosta¢ wykazana
odrebnie dla kazdej matrycy. Ze wzgledu na fakt, iz nawet po potwierdzeniu réwnowaznosci wyniki uzyskane
inng metoda moga si¢ nieznacznie rézni¢ od wynikéw uzyskanych metoda referencyjna, konieczne jest podanie
w sprawozdaniu z badafi metody analitycznej zastosowanej do oznaczenia bialka surowego.

D. OZNACZANIE MOCZNIKA
Cel i zakres stosowania metody

Metoda stuzy do oznaczania zawartosci mocznika w paszach.

Sposéb przeprowadzenia metody
Probka ze $rodkiem klarujacym tworzy w wodzie zawiesing. Zawiesina jest filtrowana. Zawarto$¢ mocznika

w filtracie jest oznaczana po dodaniu 4-dwumetyloaminobenzaldehydu (4-DMAB) poprzez pomiar gestosci
optycznej przy dtugosci fali 420 nm.

Odczynniki i roztwory

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

Roztwér Carreza I: rozpusci¢ w wodzie 21,9 g octanu cynkowego Zn(CH;COO), 2H,0 i 3 g lodowatego kwasu
octowego. Uzupehi¢ do objetosci 100 ml wodg.

Roztwér Carreza II: rozpusci¢ w wodzie 10,6 g Zelazocyjanku potasowego K,Fe(CN)g 3H,0. Uzupetié do
objetosci 100 ml woda.

Aktywny wegiel nieabsorbujacy mocznika (sprawdzony).
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7.1.

7.2

7.3.

Roztwér 0,1 % (w/[v) mocznika.

Aparatura i sprzet

Mikser (tumbler): ok. 35 do 40 obr./min.
Probéwki: 160 x 16 mm ze szklanymi, szlifowanymi korkami.

Spektrofotometr.

Sposéb postepowania

Analiza prébki

Odwazy¢, z dokladnoscia do 1 mg, 2 g prébki i umiescic razem z 1 g aktywnego wegla (3.4) w kolbie miarowej
o pojemnodci 500 ml. Doda¢ 400 ml wody i 5 ml roztworu Carreza I (3.2), mieszaé przez ok. 30 sekund,

a nastgpnie doda¢ 5 ml roztworu Carreza Il (3.3). Miesza¢ przez 30 minut w mikserze. Uzupehi¢ do pelnej
objetosci kolby woda, wstrzasnal i przefiltrowad.

Do probéwek ze szklanymi szlifowanymi korkami przenie$¢ po 5 ml przezroczystego, bezbarwnego filtratu,
doda¢ 5 ml roztworu 4-DMAB (3.1) i zamiesza¢. Wstawi¢ probéwki do tazni wodnej ustawionej na temperature
20 °C (+/- 4 °C). Po 15 minutach zmierzy¢ gesto$¢ optyczng roztworu prébki spektrofotometrem przy dtugosci
fali 420 nm. Pomiar poréwna¢ ze $lepa proba odczynnikows.

Krzywa kalibracyjna

Do kolb miarowych o pojemnosci 100 ml nala¢ 1, 2, 4, 51 10 ml roztworu mocznika (3.5) i uzupeic do pelnej
objetosci kolb wodg. Odla¢ 5 ml kazdego z roztwordw, doda¢ do kazdej kolby po 5 ml roztworu 4-DMAB (3.1),

wymiesza¢ i zmierzy¢ gesto$¢ optyczng w podany wyzej sposob, poréwnujac z roztworem kontrolnym
zawierajacym 5 ml 4-DMAB i 5 ml wody pozbawionej mocznika. Wykresli¢ krzywa kalibracyjna.

Obliczanie wynikéw

Na podstawie krzywej kalibracyjnej oznaczy¢ zawarto$¢ mocznika w probee.

Wynik wyrazi¢ jako udzial procentowy w probce.

Objasnienia

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

W przypadku niskiej zawarto$ci mocznika zwigkszaé mase probki tak, aby filtrat pozostal przezroczysty
i bezbarwny.

Jesli probka zawiera proste zwigzki azotowe takie jak aminokwasy, gesto$¢ optyczng nalezy mierzy¢ przy
dlugosci fali 435 nm.

E.  OZNACZANIE LOTNYCH ZWIAZKOW AZOTOWYCH
L METODA MIKRODYFUZYJNA
Cel i zakres stosowania metody

Metoda stuzy do oznaczania w paszach zawartosci lotnych zwiazkéw azotowych, w przeliczeniu na amoniak.

Sposéb przeprowadzenia metody

Probka jest ekstrahowana wodg, a roztwér — klarowany i filtrowany. Lotne zwigzki azotowe sg oddzielane
metodg mikrodyfuzji z uzyciem roztworu weglanu potasu, zbierane w roztworze kwasu borowego
i miareczkowane kwasem siarkowym.
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Odczynniki i roztwory

Kwas tréjchlorooctowy, roztwér 20 % (w/v).

Wskaznik: rozpusci¢ 33 mg zieleni bromokrezolowej i 65 mg czerwieni metylowej w 100 ml etanolu o stezeniu
od 95 do 96 % (v[v).

Kwas borowy, roztwér: w kolbie miarowej o pojemnosci 1 1 rozpusci¢ 10 g kwasu borowego w 200 ml etanolu
o stezeniu od 95 do 96 % (v[v) i 700 ml wody. Doda¢ 10 ml wskaznika (3.2). Zamieszac i, jezeli to konieczne,
doprowadzi¢ barwe roztworu do jasnoczerwonej przez dodanie roztworu wodorotlenku sodu. 1 ml tego
roztworu bedzie pochfanial maksymalnie 300 ug NH.

Weglan potasu, roztwoér nasycony: rozpusci¢ 100 g weglanu potasu w 100 ml wrzacej wody. Schiodzié
i przefiltrowac.

Kwas siarkowy o stezeniu 0,01 mol/l.

Aparatura i sprzet

Mikser (tumbler): ok. 35 do 40 obr./min.
Szklane lub plastykowe naczynka Conwaya (zob. rysunek).

Mikrobiurety ze skalg 1/100 ml.

Sposéb postepowania

Odwazy¢, z dokladnoscia do 1 mg, 10 g prébki do kolby miarowej o pojemnosci 200 ml i doda¢ 100 ml wody.
Miksowa¢ w mikserze przez 30 minut. Doda¢ 50 ml roztworu kwasu tréjchlorooctowego (3.1), uzupelni¢ do
pelnej objetosci kolby woda, energicznie wstrzasnaé i przefiltrowal przez karbowany filtr.

Pipeta wprowadzi¢ 1 ml roztworu kwasu borowego (3.3) do srodkowej czgéci naczynka Conwaya i 1 ml filtratu
probki na obrzeze naczynka. Czg$ciowo przykry¢ nasmarowang przykrywka. Szybko dodaé kroplami 1 ml
nasyconego roztworu weglanu potasu (3.4) na obrzeze naczynka i zamkna¢ pokrywka, tak aby naczynko bylo
hermetyczne. Obraca¢ ostroznie naczynkiem w plaszczyznie poziomej, aby doprowadzi¢ do zmieszania dwéch
odczynnikéw. Inkubowaé przez co najmniej cztery godziny w temperaturze pokojowej lub godzing
w temperaturze 40 °C.

Mikrobiuretg (4.3) miareczkowaé lotne zwigzki zaabsorbowane w kwasie borowym, stosujac roztwér kwasu
siarkowego (3.5).

Slepa probe przeprowadzi¢ w ten sam sposéb, lecz bez probki przeznaczonej do analizy.
Obliczanie wynikéw

1 ml H,SO, o stezeniu 0,01 mol/l odpowiada 0,34 mg amoniaku.

Przedstawi¢ wynik jako udzial procentowy w prébcee.

Powtarzalnos¢

Réznica pomiedzy wynikami dwoch réwnoleglych oznaczen wykonanych dla tej samej probki nie moze
przekraczaé:

— 10 % wartosci wzglednej, dla zawartosci amoniaku ponizej 1,0 %,
— 0,1 % wartosci bezwzglednej, dla zawarto$ci amoniaku réwnej lub wyzszej niz 1,0 %.

Objasnienia

Jezeli zawarto$¢ amoniaku w prébce przekracza 0,6 %, rozcieiczy¢ filtrat.
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3.1.

3.2

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

4.1.

4.2.

1. METODA DESTYLACYJNA
Cel i zakres stosowania metody
Metoda stuzy do oznaczania zawartosci lotnych zwiazkéw azotowych, w przeliczeniu na amoniak, w maczkach
rybnych niezawierajgcych mocznika. Metoda ma zastosowanie dla zawarto$ci amoniaku nizszej niz 0,25 %.
Spos6b przeprowadzenia metody
Probka jest ekstrahowana woda, a uzyskany roztwér klarowany i filtrowany. Lotne zwiazki azotowe sa
oddzielane w punkcie wrzenia poprzez dodanie tlenku magnezu i zbierane w okreSlonej ilosci kwasu
siarkowego, ktérego nadmiar jest miareczkowany z uzyciem roztworu wodorotlenku sodu.
Odczynniki i roztwory

Kwas trojchlorooctowy, roztwor 20 % (w/v).

Tlenek magnezu.

Emulsja zapobiegajaca spienieniu (np. silikon).

Kwas siarkowy o stezeniu 0,05 mol/l.

Wodorotlenek sodu, roztwér o stezeniu 0,1 mol/l.

Czerwien metylowa, roztwér 0,3 % w alkoholu etylowym 95 %-96 % (v/v).
Aparatura i sprzet

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

Aparat do destylacji typu Kjeldahla.

Sposéb postepowania

Odwazy¢, z dokladnoscia do 1 mg, 10 g prébki do kolby miarowej o pojemnosci 200 ml i doda¢ 100 ml wody.
Miksowaé w mikserze przez 30 minut. Doda¢ 50 ml roztworu kwasu tréjchlorooctowego (3.1), uzupelni¢ do
pelnej objetosci kolby woda, energicznie wstrzasna¢ i filtrowaé przez karbowany filtr.

Pobra¢ takg ilo§¢ klarownego filtratu, ktéra odpowiada spodziewanej zawartosci lotnych zwigzkéw azotowych,
co zwykle odpowiada objetosci 100 ml. Rozcieficzy¢ do 200 ml, dodaé 2 g tlenku magnezu (3.2) i kilka kropli
emulsji zapobiegajacej spienieniu (3.3). Roztwér musi wykazywaé alkaliczno$é wobec papierka lakmusowego,
w przeciwnym razie doda¢ nieco tlenku magnezu (3.2). Postgpowac zgodnie z pkt 5.2 i 5.3 metody analitycznej
dotyczacej oznaczania zawartosci biatka surowego (cz¢$¢ C niniejszego zalacznika).

Slepg prébe przeprowadzi¢ w ten sam sposob, lecz bez prébki przeznaczonej do analizy.

Obliczanie wynikéw

1 ml H,S0, o stezeniu 0,05 mol/l odpowiada 1,7 mg amoniaku.
Wynik wyrazi¢ jako udzial procentowy w probee.

Powtarzalnos¢

Réznica pomiedzy wynikami dwéch réwnoleglych oznaczen, wykonanych dla tej samej prébki, nie moze
przekraczaé 10 % warto$ci wzglednej amoniaku.

F. OZNACZANIE AMINOKWASOW (Z WYJATKIEM TRYPTOFANU)
Cel i zakres stosowania metody

Metoda stuzy do oznaczania zawarto$ci wolnych (syntetycznych i naturalnych) oraz calkowitych (zwigzanych
i wolnych peptydéw) aminokwaséw w paszach z uzyciem analizatora aminokwaséw. Metoda ma zastosowanie
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3.9.

do nastgpujacych aminokwaséw: cystyny (cysteiny), metioniny, lizyny, treoniny, alaniny, argininy, kwasu
asparaginowego, kwasu glutaminowego, glicyny, histydyny, izoleucyny, leucyny, fenyloalaniny, proliny, seryny,
tyrozyny i waliny.

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

Sposéb przeprowadzenia metody
Wolne aminokwasy

Wolne aminokwasy sa ekstrahowane rozcieficzonym kwasem chlorowodorowym. Wyekstrahowane jedno-
cze$nie makroczasteczki zwigzkéw azotowych sg wytragcane kwasem sulfosalicylowym i usuwane przez
filtrowanie. Filtrowany roztwor jest dostosowany do pH 2,20. Aminokwasy sa oddzielane w drodze
chromatografii jonowymiennej i oznaczane z zastosowaniem reakcji z ninhydryna, poprzez fotometryczna
detekje przy 570 nm.

Aminokwasy catkowite

Wybdr sposobu postepowania zalezy od oznaczanych aminokwaséw. Cystyng (cysteing) i metioning przed
hydrolizg podda¢ utlenianiu, odpowiednio do kwasu cysteinowego i sulfonu metioniny. Tyrozyna musi by¢
oznaczana w hydrolizatach prébek niepoddanych utlenieniu. Pozostale aminokwasy wymienione w pkt 1 moga
by¢ oznaczane w probee utlenionej albo niepoddanej utlenianiu.

Utlenianie jest przeprowadzane w temperaturze 0 °C z uzyciem mieszaniny kwasu nadmréwkowego i fenolu.
Nadmiar odczynnika utleniajacego jest rozktadany z uzyciem dwusiarczku sodu. Utleniona albo niepoddana
utlenianiu prébka jest hydrolizowana kwasem chlorowodorowym (3.20) przez 23 godziny. Hydrolizat jest
dostosowany do pH 2,20. Aminokwasy sa oddzielane w drodze chromatografii jonowymiennej i oznaczane na
drodze reakgji z ninhydryna, przez fotometryczng detekcje przy 570 nm (440 nm w przypadku proliny).

Odczynniki i roztwory

Nalezy stosowa¢ wode¢ podwdjnie destylowana lub podobnej jakosci (przewodnosé < 10 pS).
Nadtlenek wodoru, w (w/w) = 30 %.

Kwas mréwkowy, w (w/w) = 98-100 %.

Fenol.

Dwusiarczyn sodu.

Wodorotlenek sodu.

Kwas 5-sulfosalicylowy dwuhydrat.

Kwas chlorowodorowy, gesto$¢ okoto 1,18 g/ml.

Cytrynian trisodu, dwuhydrat.

2,2’ tiodwuetanol (tiodwuglikol).

Chlorek sodu.

Ninhydryna.

Eter naftowy o temperaturze wrzenia 40-60 °C.

Norleucyna lub inny zwigzek odpowiedni do stosowania jako wzorzec wewngtrzny.
Azot gazowy (< 10 ppm tlenu).

1-oktanol.
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3.16. Aminokwasy.

3.16.1.  Substancje wzorcowe okreslone w pkt 1. Czyste zwigzki, niezawierajagce wody krystalizacyjnej. Suszy¢
w warunkach prézni w obecnosci P,Os lub H,SO, przez tydzien przed uzyciem.

3.16.2.  Kwas cysteinowy.
3.16.3.  Sulfon metioniny.
3.17. Roztwér wodorotlenku sodu, ¢ = 7,5 mol/l:

Rozpusci¢ 300 g NaOH (3.5) w wodzie i uzupeic¢ kolb¢ do objetosci 1 1 woda.
3.18. Roztwér wodorotlenku sodu, ¢ = 1 mol/l:

Rozpusci¢ 40 g NaOH (3.5) w wodzie i uzupehic¢ kolbe do objetosci 1 1 woda.
3.19. Roztwor kwasu mréowkowego i fenolu:

Zmiesza¢ 889 g kwasu mréwkowego (3.2) z 111 g wody i doda¢ 4,73 g fenolu (3.3).
3.20. Mieszanina hydrolizujaca, ¢ = 6 mol HCl/], zawierajaca 1 g fenolu/l:

Dodacd 1 g fenolu (3.3) do 492 ml HCI (3.7) i uzupehi¢ kolbe do objetosci 1 1 woda.

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

3.22. Kwas 5-sulfosalicylowy, 8 = 6 %:
Rozpusci¢ 60 g kwasu 5-sulfosalicylowego (3.6) w wodzie i uzupehic kolbe do objetosci 1 1 woda.
3.23. Mieszanina utleniajaca (kwas nadmréwkowy — fenol):

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

Uwaga: Unika¢ kontaktu ze skora i nosi¢ odziez ochronna.
3.24. Bufor cytrynianowy, ¢ = 0,2 mol Na*[l, pH 2,20:

Rozpusci¢ 19,61 g cytrynianu trisodu (3.8), 5 ml tiodwuglikolu (3.9), 1 g fenolu (3.3) i 16,50 ml HCl (3.7)
w okoto 800 ml wody. Dostosowa¢ pH do 2,20. Uzupekni¢ do objetosci 1 1 woda.

3.25. Bufor wymywajacy, przygotowany zgodnie z warunkami stosowanego analizatora (4.9).
3.26. Odczynnik ninhydrynowy, przygotowany zgodnie z warunkami stosowanego analizatora (4.9).
3.27. Wzorcowe roztwory aminokwasow. Roztwory te nalezy przechowywaé w temperaturze nizszej niz 5 °C.

3.27.1.  Podstawowy wzorcowy roztwér aminokwaséw (3.16.1).
Kazdy o stezeniu ¢ = 2,5 pmol/ml, w kwasie chlorowodorowym.
Moga by¢ otrzymane w handlu.
3.27.2.  Podstawowe wzorcowe roztwory kwasu cysteinowego i sulfonu metioniny, ¢ = 1,25 pmol/ml.

Rozpusci¢ 0,2115 g kwasu cysteinowego (3.16.2) i 0,2265 g sulfonu metioniny (3.16.3) w buforze
cytrynianowym (3.24) w kolbie miarowej o pojemnosci 1 1 i uzupelni¢ do pelnej objetosci kolby buforem
cytrynianowym. Przechowywaé w temperaturze nizszej niz 5 °C nie dluzej niz przez 12 miesiecy. Roztworu nie
stosuje sig, jezeli podstawowy wzorcowy roztwor (3.27.1) zawiera kwas cysteinowy i sulfon metioniny.
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Podstawowy wzorcowy roztwor wzorca wewnetrznego, proponuje si¢ zastosowaé norleucyne, ¢ = 20 pmol/ml.

Rozpusci¢ 0,6560 g norleucyny (3.13) w buforze cytrynianowym (3.24) w kolbie miarowej i uzupeni¢ kolbe do
objetosci 250 ml buforem cytrynianowym. Przechowywaé w temperaturze nizszej niz 5 °C nie dtuzej niz przez
6 miesiecy.

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

Przenies¢ iloSciowo do kolby miarowej o pojemnosci 50 ml, uzupeti¢ do pelnej objetosci kolby buforem
cytrynianowym (3.24) i zmieszac.

Przechowywaé w temperaturze nizszej niz 5 °C nie dluzej niz przez 3 miesiace.
Zob. réwniez objasnienia pkt 9.1.

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

Przechowywaé w temperaturze nizszej niz 5 °C nie dluzej niz przez 3 miesiace.

Aparatura i sprzet

Kolba okraglodenna o pojemnosci 100 lub 250 ml z chlodnica zwrotna.

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

Suszarka z silnym nawiewem i mozliwoécia regulacji temperatury z dokladnoscia wigksza niz +2 °C.
Pehametr (doktadnos¢ do trzech miejsc po przecinku).

Filtr membranowy (0,22 pm).

Wiréwka.

Obrotowa wyparka prézniowa.

Mechaniczna wytrzasarka lub mieszadlo magnetyczne.

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

Kolumna jest wypetniona sulfonowang Zywica polistyrenowa majaca zdolno$¢ rozdziatu aminokwasow od siebie
i od innych skladnikow reagujacych z ninhydryng. Przeplyw buforu i ninhydryny jest przeprowadzany przez
pompy o stabilnosci przeptywu + 0,5 % w czasie testowania kalibracyjnych roztwordw, jak i analizy prébek.

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

Sposéb postepowania
Przygotowanie prébki

Rozdrobni¢ prébke, tak aby przesiewala si¢ przez oczka sita o $rednicy 0,5 mm. Probki o duzej zawartosci
wilgotnosci przed rozdrobnieniem nalezy wysuszy¢ albo suchym powietrzem o temperaturze nieprzekraczajgcej
50 °C, albo przez zamrozenie. Probki o wysokiej zawartosci tluszczu przed rozdrobnieniem nalezy poddaé
ekstrakcji eterem naftowym (3.12).
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5.2.

5.3.

5.3.2.1.

5.3.2.2.

5.3.2.3.

Oznaczanie wolnych aminokwaséw w paszach i premiksach
Odwazy¢, z dokladnoscia do 0,2 mg, odpowiednig ilos¢ (1-5 g) probki przygotowanej w sposéb okreslony
w pkt 5.1 do kolby stozkowej i doda¢ 100 ml mieszaniny ekstrakcyjnej (3.21). Wstrzasa¢ mieszaning przez

60 minut, uzywajac mechanicznej wytrzasarki lub mieszadla magnetycznego (4.8). Odstawi¢ do sedymentacji
osadu i pobraé pipeta 10 ml supernatantu roztworu do zlewki o objetosci 100 ml.

Doda¢, mieszajac, 5,0 ml roztworu kwasu sulfosalicylowego (3.22) i kontynuowaé mieszanie z uzyciem
mieszadla magnetycznego przez 5 minut. Przefiltrowaé lub odwirowac supernatant w celu usunigcia osadu.
Umiesci¢ 10,0 ml otrzymanego roztworu w zlewce o objetosci 100 ml, dostosowal pH do 2,20 z uzyciem
roztworu wodorotlenku sodu (3.18), przenies¢ do wolumetrycznej kolby o odpowiedniej pojemnosci, z uzyciem
buforu cytrynianowego (3.24) i uzupehi¢ roztworem buforu cytrynianowego do pelnej objetosci tej kolby
(3.24).

Jezeli jest stosowany wzorzec wewnetrzny, dodaé 1,00 ml podstawowego wzorcowego roztworu wzorca
wewnetrznego (3.27.3) na kazde 100 ml koficowego roztworu i uzupelni¢ roztworem buforu cytrynianowego
(3.24) do pelnej objetosci kolby.

Przeprowadzi¢ rozdzial chromatograficzny w sposéb okreslony w pkt 5.4.

ezeli ekstrakty nie beda oznaczane tego samego dnia, nalezy przecho aé je w temperaturze nizszej niz 5 °C.
y ¢da g g yp wywac j p )

Oznaczanie catkowitej zawartosci aminokwaséw
Utlenianie

Odwazy¢, z dokladnoscig do 0,2 mg, od 0,1 do 1 g prébki przygotowanej w spos6b okreslony w pkt 5.1 do:
—  kolby okraglodennej o pojemnosci 100 ml (4.1) do hydrolizy otwartej (5.3.2.3), lub

—  kolby okraglodennej o pojemnosci 250 ml (4.1), jezeli wymagane jest niskie stezenie sodu (5.3.3.1), lub
—  butelki o pojemnosci 100 ml z nakretka (4.2), w przypadku hydrolizy zamknietej (5.3.2.4).

Odwazona prébka musi zawiera¢ okoto 10 mg azotu, a poziom wilgotnosci nie moze przekracza¢ 100 mg.

Umiesci¢ kolbe lub butelke w lodowej azni wodnej i ozigbi¢ do temperatury 0 °C, doda¢ 5 ml mieszaniny
utleniajacej (3.23) i zamieszaé, uzywajac szklanej bagietki z wygietym koricem. Uszczelni¢ kolbe/butelke wraz
z bagietka, stosujac hermetyczny film, umiesci¢ wraz z lodowa faznig wodng 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 dwusiarczynu sodu (3.4).

Nastgpnie postegpowaé w sposob okreslony w pkt 5.3.2.1.

Hydroliza
Hydroliza prébek utlenionych

Do utlenionej probki, przygotowanej w sposéb okreslony w pkt 5.3.1, doda¢ 25 ml mieszaniny hydrolizujacej
(3.20), zwracajgc uwage, aby zmy¢ pozostatosci probki przywierajace do bocznych $cianek naczynia i bagietki.

W zaleznosci od sposobu przeprowadzonej hydrolizy postgpowaé w sposob okreslony w pkt 5.3.2.3 lub 5.3.2.4.

Hydroliza prébek nieutlenionych

Odwazy¢, z doktadnoscia 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 lub 250 ml (4.1) lub do butelki o pojemnosci 100 ml z nakretka (4.2).
Odwazona probka musi zawiera¢ okolo 10 mg azotu. Ostroznie doda¢ 25 ml mieszaniny hydrolizujacej (3.20)
i zmiesza¢ z probka. Nastgpnie postepowaé w sposob okreslony w pkt 5.3.2.3 lub 5.3.2.4.

Hydroliza otwarta
Do kolby z mieszaning, przygotowang w sposob okreslony w pkt 5.3.2.1 lub 5.3.2.2, doda¢ 3 szklane perelki

i gotowad, utrzymujac stan wrzenia ze zwrotem skroplin przez 23 godziny. Po zakoniczonej hydrolizie przemy¢
chlodnice od dotu 5 ml buforu cytrynianowego (3.24). Odlaczy¢ kolbe i schlodzi¢ w lazni lodowej.

Nastepnie postgpowaé w sposob okreslony w pkt 5.3.3.
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5.3.2.4.

5.3.3.1.

5.3.3.2.

5.4.

Hydroliza zamknigta

Umiesci¢ butelke zawierajaca mieszaning, przygotowana w sposob okreslony w pkt 5.3.2.1 lub 5.3.2.2,
w suszarce (4.3) w temperaturze 110 °C. W czasie 1 godziny hydrolizy, aby uniknaé¢ gwaltownego wzrostu
ci$nienia w wyniku powstawania substancji gazowych i wybuchu, umiesci¢ nakretke na naczyniu. Nie zamykaé
naczynia korkiem. Po godzinie dokrecié nakretke i pozostawi¢ w suszarce (4.3) przez 23 godziny. Po
zakonczeniu hydrolizy wyjac butelke z suszarki, ostroznie odkreci¢ nakretke i umiesci¢ butelke w lodowej fazni
wodnej. Pozostawi¢ do schlodzenia.

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

Nastepnie postepowaé w sposéb okreslony w pkt 5.3.3.

Dostosowanie pH

W zaleznosci od tolerancji analizatora aminokwasow (4.9) na séd pH dostosowuje si¢ w sposéb okreslony w
pkt 5.3.3.1 lub 5.3.3.2.

Dla systemow chromatograficznych (4.9) wymagajgcych niskiego stgzenia sodu

Wskazane jest zastosowanie podstawowego wzorcowego roztworu wzorca wewnetrznego (3.27.3), gdy
analizatory aminokwaséw wymagaja niskiego stezenia sodu, w przypadku gdy nalezy zredukowaé objetosé
kwasu.

W tym przypadku doda¢ 2,00 ml podstawowego roztworu wzorca wewnetrznego (3.27.3) do hydrolizatu przed
odparowaniem.

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

Stosujgc obrotowg wyparke prézniowa (4.7) zmniejszy¢ w warunkach prézni i w temperaturze 40 °C objeto$é
do 5-10 ml. Jezeli objeto$¢ roztworu zostanie przypadkowo zredukowana ponizej 5 ml, hydrolizat nalezy
wyrzuci¢ i powtorzy¢ analizg.

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

Dla pozostatych analizatoréw aminokwaséw (4.9)

Pobra¢ hydrolizaty otrzymane w spos6b okreslony w pkt 5.3.2.3 lub 5.3.2.4 i czgSciowo je zneutralizowaé
poprzez mieszanie, ostroznie dodajac 17 ml roztworu wodorotlenku sodu (3.17), zwracajac uwage, aby
temperatura roztworu nie byla wyzsza niz 40 °C.

Dostosowa¢ pH do 2,20 w temperaturze pokojowej, dodajac roztwér wodorotlenku sodu (3.17), a pod koniec
roztwér wodorotlenku sodu (3.18). Nastepnie postgpowaé w sposéb okreslony w pkt 5.3.4.

Roztwér probki do analizy chromatograficznej

Przenies¢ ilosciowo hydrolizaty o dostosowanym pH (5.3.3.1 lub 5.3.3.2) z uzyciem buforu cytrynianowego
(3.24) do kolby miarowej o pojemnosci 200 ml i uzupelni¢ do pelnej objetosci kolby buforem cytrynianowym
(3.24).

Jezeli weze$niej nie dodawano wzorca wewnetrznego, doda¢ 2,00 ml podstawowego wzorcowego roztworu
wzorca wewnetrznego (3.27.3) i uzupelni¢ buforem cytrynianowym (3.24) do pelnej objetosci kolby. Dokladnie
zmieszac.

Przej$¢ do analizy chromatograficznej (5.4).

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

Chromatografia

Przed analizg chromatograficzna doprowadzi¢ ekstrakt (5.2) lub hydrolizat (5.3.4) do temperatury pokojowe;.
Wstrzasna¢ mieszaning i przefiltrowac jej odpowiednia ilo$¢ przez filtr membranowy 0,22 pm (4.5). Otrzymany
klarowny roztwor jest poddawany chromatografii jonowymiennej przy wykorzystaniu analizatora aminokwa-
sow (4.9).

Dozowanie wykonuje si¢ recznie lub automatycznie. Wazne jest, aby na kolumne nanie$¢ takie same ilosci
roztworéw z dokladnoscia + 0,5 % zaréwno w przypadku analizy wzorcéw, jak i badanych prébek, z wyjatkiem
gdy jest stosowany wzorzec wewngtrzny, oraz aby stosunek sodu do aminokwasu w roztworze badanej probki
byl jak najbardziej zblizony do tego w roztworze wzorcowym.
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gdzie:

6.1.

Zasadniczo czgsto$¢ przeprowadzania kalibracji zalezy od stabilnosci odczynnika ninhydrynowego i od systemu
analitycznego. Wzorzec lub prébka sa wymywane buforem cytrynianowym (3.24), tak aby powierzchnia piku
wzorca odpowiadata od 30 do 200 % powierzchni piku badanej probki aminokwasu.

Analiza chromatograficzna aminokwaséw bedzie réznic si¢ nieznacznie w zaleznosci od typu stosowanego
analizatora i zywicy. Wybrany system musi mie¢ zdolno$¢ oddzielenia od siebie aminokwaséw oraz od innych
substancji dajacych z ninhydryng reakcje. W badanym zakresie stosowany system chromatograficzny musi
dawac liniowa odpowiedZ na zmiany ilosci aminokwaséw dodawanych na kolumne.

W czasie analizy chromatograficznej opisany ponizej stosunek doliny do wysokosci piku odnosi si¢ do
przypadku, gdy jest analizowany réwnomolowy roztwor oznaczanego aminokwasu. Rownomolowy roztwor
aminokwasu musi zawiera¢ co najmniej 30 % maksymalnej zawartosci kazdego aminokwasu, ktéry mozna
aktualnie oznaczy¢ z uzyciem danego analizatora aminokwasow (4.9).

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

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

Obliczanie wynikow

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

_A><c><M><V
"Bxmx1000

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

A = powierzchnia piku hydrolizatu lub ekstraktu

B = powierzchnia piku wzorcowego roztworu kalibracyjnego

C = powierzchnia piku wzorca wewnetrznego w hydrolizacie lub ekstrakcie

D = powierzchnia piku wzorca wewnetrznego w roztworze wzorcowym kalibracyjnym

M = masa czgsteczkowa oznaczanego aminokwasu

¢ = stezenie wzorca w pmol/ml

m = masa prébki w g przeliczona na mas¢ oryginalnej probki w przypadku odtluszczania lub podsuszania

V = hydrolizat ogélem w ml (5.3.4) lub obliczona ogdlna objetos¢ w ml rozcienczonego ekstraktu (6.1)

Cystyna i cysteina sa oznaczane jako kwas cysteinowy w hydrolizatach utlenionej probki, ale s obliczane jak
cystyna (CsH;,N,048,, M 240,30 g/mol), stosujac M 120,15 g/mol (= 0,5 x 240,30 g/mol).

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

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

Og6lna objetos¢ rozcieniczonych ekstraktow (F) w przypadku oznaczania zawartosci wolnych aminokwaséw
(5.2) obliczy¢ wedtug nastgpujacego wzoru:

100 ml x (10 ml+ 5 ml) V

X
10 ml 10

F

V = objetos¢ koricowego
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7. Ocena metody

Miedzynarodowe badania poréwnawcze metody byly przeprowadzone w 1990 r. z uzyciem czterech pasz
(mieszanki paszowej dla $win, mieszanki paszowej dla brojleréw, koncentratu biatkowego i premiksu). Po
odrzuceniu wynikéw odbiegajacych, $rednie wyniki i odchylenia standardowe sa przedstawione w tabelach
zawartych w niniejszym punkcie:

Srednie wielkoéci w glkg

Aminokwas
Material badany

Treonina Cystyna|cysteina Metionina Lizyna

Mieszanka paszowa dla §win 6,94 3,01 3,27 9,55
n=15 n=17 n=17 n=13

Mieszanka paszowa dla 9,31 3,92 5,08 13,93
brojleréw 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 laboratoriéw.
7.1. Powtarzalnos¢

Powtarzalno$¢ wyrazona jako ,odchylenie standardowe wewnatrz laboratorium” omawianego powyzej
poréwnawczego badania jest przedstawiona w ponizszych tabelach:

Odchylenie standardowe wewnatrz laboratorium (S,) w glkg

Aminokwas
Material badany

Treonina Cystyna/cysteina Metionina Lizyna

Mieszanka paszowa dla $win 0,13 0,10 0,11 0,26
n=15 n=17 n=17 n=13

Mieszanka paszowa dla 0,20 0,11 0,16 0,28
brojleréw n=16 n=18 n=18 n=16
Koncentrat biatkowy 0,48 0,13 0,27 0,99
n=16 n=17 n=17 n=15

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

n = liczba uczestniczgcych laboratoriéw.

Wspotczynnik zmiennosci (%) dla odchylenia standardowego wewnatrz laboratorium (S,)

Aminokwas
Materiat badany

Treonina Cystyna/cysteina Metionina Lizyna

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

Mieszanka paszowa 2,1 2,8 3,1 2,1
dla brojleréw 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
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Aminokwas
Materiat badany
Treonina Cystyna/cysteina Metionina Lizyna
Premiks 2,2 — 2,4 2,1
n=16 n=16 n=16
n = liczba uczestniczacych laboratoriéw.
7.2 Odtwarzalnosé
Wyniki odchylenia standardowego migdzy laboratoriami otrzymane w wyniku przeprowadzenia omawianego
powyzej porownawczego badania sg przedstawione w ponizszej tabeli:
Odchylenie standardowe miedzy laboratoriami (Sg) w g/kg
Aminokwas
Material badany
Treonina Cystyna/cysteina Metionina Lizyna
Mieszanka paszowa dla $win 0,28 0,30 0,23 0,30
n=15 n=17 n=17 n=13
Mieszanka paszowa dla 0,48 0,34 0,55 0,75
brojleréw n=16 n=18 n=18 n=16
Koncentrat biatkowy 0,85 0,62 1,57 1,24
n=16 n=17 n=17 n=15
Premiks 2,49 — 6,20 6,62
n=16 n=16 n=16
n = liczba uczestniczacych laboratoriéw.
Wspolczynnik zmiennosci (%) dla odchylenia standardowego miedzy laboratoriami (Sg)
Aminokwas
Material badany
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 5,2 8,8 10,9 5,4
brojleréw n=16 n=18 n=18 n=16
Koncentrat bialkowy 3,8 12,3 13,0 3,0
n=16 n=17 n=17 n=15
Premiks 43 — 6,9 6,7
n=16 n=16 n=16
n = liczba uczestniczgcych laboratoriow.
8. Stosowanie materialéw odwotawczych
Prawidlowe stosowanie metody nalezy weryfikowa¢ przez wykonywanie powtarzalnych oznaczeni certyfikowa-
nych materialdw odwolawczych, jezeli takie sa dostgpne. Zalecana jest takze kalibracja z zastosowaniem
certyfikowanych kalibracyjnych roztworéw aminokwasow.
9. Objasnienia
9.1. Z powodu réznic pomiedzy analizatorami aminokwaséw koricowe stezenia kalibracyjnych roztwordw

aminokwaséw wzorcowych (zob. 3.27.4 i 3.27.5) oraz hydrolizatu (zob. 5.3.4) nalezy traktowa¢ jako
przykladowe.
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9.2.

9.3.

3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

Zakres liniowej odpowiedzi aparatu nalezy sprawdzi¢ dla wszystkich aminokwaséw.

Roztwor wzorcowy jest rozcieficzany buforem cytrynianowym, tak aby otrzymac powierzchnig¢ piku o $rednim
zasiegu.

Jezeli do analizy produktéw hydrolizy jest wykorzystywany wysoko sprawny chromatograf cieczowy, nalezy
zoptymalizowa¢ warunki do$wiadczalne analizy zgodnie z zaleceniami producenta.

Przy stosowaniu tej metody do pasz zawierajacych wigcej niz 1 % chlorkéw (koncentraty, mieszanki mineralne,
mieszanki paszowe uzupelniajace) wyniki oznaczania metioniny moga by¢ zanizone i nalezy stosowa¢ specjalne
postepowanie.

G.  OZNACZANIE TRYPTOFANU
Cel i zakres stosowania metody

Metoda stuzy do oznaczania zawartosci catkowitego i wolnego tryptofanu w paszach. Metoda nie wyréznia form
DilL.

Sposob przeprowadzenia metody

W celu oznaczenia catkowitego tryptofanu prébka jest hydrolizowana w $rodowisku zasadowym z uzyciem
nasyconego roztworu wodorotlenku baru i ogrzewana do 110 °C przez 20 godzin. Po hydrolizie dodawany jest
WZOIZeC WeWnetrziy.

W celu oznaczenia wolnego tryptofanu prébka jest ekstrahowana w warunkach lekko kwasnych w obecnosci
WZOICa Wewnetrznego.

Tryptofan i wzorzec wewngtrzny w hydrolizacie lub w ekstrakcie jest oznaczony metoda HPLC z detekcja
fluorescencyjna.

Odczynniki i roztwory

Nalezy stosowa¢ wode¢ podwdjnie destylowang lub o poréwnywalnej jakosci (przewodnictwo < 10 uS/cm).
Substancja wzorcowa: tryptofan (czysto$¢[zawarto$¢ = 99 %) suszony w prézni nad pieciotlenkiem fosforu.

Substancja wzorcowa wewnetrzna: a-metylo-tryptofan (czysto$¢/zawarto$¢ > 99 %) suszony w prézni nad
pieciotlenkiem fosforu.

Wodorotlenek baru, oktahydrat (nalezy uwazaé, aby nie wystawiaé Ba(OH), - 8H,0 na nadmierne dziatanie
powietrza, aby unikna¢ tworzenia si¢ BaCOs, ktéry méglby utrudniaé 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 o temperaturze wrzenia od 40 do 60 °C.
Roztwér wodorotlenku sodu, ¢ = 1 mol/l:

Rozpuscié 40,0 g NaOH (3.5) w wodzie i uzupelnié do objetosci
11 wodg (3.1).

Kwas chlorowodorowy, ¢ = 6 mol/l:

Odmierzy¢ 492 ml HCl (3.7) i uzupelni¢ do objetosci 1 1 woda.
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3.20.

3.21.

3.22.

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

Kwas chlorowodorowy, ¢ = 1 mol/l:

Odmierzy¢ 82 ml HCI (3.7) i uzupelni¢ do objetosci 1 1 wodg.

Kwas chlorowodorowy, ¢ = 0,1 mol/l:

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

Kwas ortofosforowy, ¢ = 0,5 mol/l:

Odmierzy¢ 34 ml kwasu ortofosforowego (3.6) i uzupelni¢ do objetosci 1 1 woda (3.1).
Stezony roztwoér tryptofanu (3.2), ¢ = 2,50 pmol/ml:

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

Stezony roztwor wzorca wewngtrznego, ¢ = 2,50 pmol/ml:

W kolbie miarowej o pojemnosci 500 ml rozpuscié 0,2728 g a-metylo-tryptofanu (3.3) w kwasie
chlorowodorowym (3.13) i uzupeli¢ do pelnej objetosci kolby kwasem chlorowodorowym (3.13).
Przechowywal w temperaturze - 18 °C nie dluzej niz przez 4 tygodnie.

Kalibracyjny roztwoér wzorcowy tryptofanu i wzorca wewngtrznego:

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

Roztwér nalezy przygotowaé bezposrednio przed uzyciem.

Chroni¢ przed bezposrednim dziataniem §wiatla podczas przygotowywania.

Kwas octowy.

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

Etanoloamina w (w/w) > 98 %.

Roztwér 1 g 1,1,1-trichloro-2-metylo-2-propanolu (3.19) w 100 ml metanolu (3.8).

Faza ruchoma do HPLC: 3,00 g kwasu octowego (3.18) + 900 ml wody (3.1) + 50,0 ml roztworu (3.21) 1,1,1-
trichloro-2-metylo-2-propanolu (3.19) w metanolu (3.8) (1 g/100 ml). Dostosowa¢ pH do 5,00, stosujac
etanoloaming (3.20). Uzupei¢ do objetosci 1 000 ml wodg (3.1).

Aparatura i sprzet

Wyposazenie HPLC z detektorem spektrofluorometrycznym.

Kolumna do chromatografii cieczowej, 125 mm x 4 mm, C;5, wypelnienie 3 pm lub réwnowazne.
Pehametr.

Kolba propylenowa o pojemnosci 125 ml, z szeroka szyjka i nakretka.

Filtr membranowy, 0,45 pm.

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

Wstrzasarka mechaniczna lub mieszadlo magnetyczne.

Mieszadto Vortex.
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5.1.

5.2.

5.3.

5.4.

Sposéb postepowania
Przygotowanie probek

Rozdrobni¢ prébke tak, aby przesiewala si¢ przez oczka sita o $rednicy 0,5 mm. Probki o duzej zawartosci
wilgotnosci przed rozdrobnieniem wysuszy¢ albo na powietrzu w temperaturze nieprzekraczajacej 50 °C, albo
przez wymrazanie. Probki o wysokiej zawartosci tluszczu przed rozdrobnieniem nalezy poddaé ekstrakcji
eterem naftowym (3.9).

Oznaczanie wolnego tryptofanu (ekstrakt)

Odwazy¢, z dokladnoscig do 1 mg, odpowiednia ilo§¢ (1-5 g) probki przygotowanej w sposéb okreslony w 5.1
do kolby stozkowej. Doda¢ 100,0 ml kwasu chlorowodorowego (3.13) i 5,00 ml st¢zonego roztworu wzorca
wewnetrznego (3.16). Wstrzgsa¢ lub mieszaé przez 60 minut z uzyciem wstrzasarki mechanicznej lub mieszadta
magnetycznego (4.7). Pozostawi¢ do oddzielenia si¢ osadu i przenie$¢ pipeta 10,0 ml supernatantu roztworu do
zlewki. Doda¢ 5 ml kwasu ortofosforowego (3.14). Dostosowaé pH do 3 z uzyciem roztworu wodorotlenku
sodu (3.10). Doda¢ odpowiednia ilo$¢ metanolu (3.8), aby uzyskaé stezenie od 10 do 30 % metanolu
w konicowej objetosci. Przenies¢ do kolby miarowej o odpowiedniej pojemnosci i rozcieficzy¢ woda do objetosci
wlhasciwej dla chromatografii (objetos¢ zblizona do objetosci kalibracyjnego roztworu wzorcowego (3.17)).

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

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

Oznaczanie catkowitego tryptofanu (hydrolizat)

Odwazy¢, z dokladnoscig do 0,2 mg, od 0,1 do 1 g prébki przygotowanej w sposéb okreslony w pkt 5.1 do
kolby propylenowej (4.4). Odwazona prébka musi zawiera¢ okoto 10 mg azotu. Dodaé 8,4 g oktahydratu
wodorotlenku baru (3.4) i 10 ml wody. Miesza¢ z uzyciem mieszadla Vortex (4.8) lub mieszadla magnetycznego
(4.7). Pozostawi¢ ostoniety teflonem magnes w mieszaninie. Spluka¢ $ciany naczynia z uzyciem 4 ml wody.
Nalozy¢ nakretke i zamknaé luzno naczynie. Przenie$¢ kolbe do autoklawu (4.6) z wrzaca wodg i parg
i utrzymywac ja w czasie od 30 do 60 minut. Zamkna¢ autoklaw i autoklawowa¢ w temperaturze 110 °C (£2) °C
przez 20 godzin.

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

Nastepnie doda¢ 5 ml kwasu ortofosforowego (3.14). Utrzymujac naczynie w zimnej fazni, zobojetnic z uzyciem
HCI (3.11), mieszajac, i dostosowa pH do 3,0 z HCl (3.12). Doda¢ ilo§¢ metanolu konieczng do uzyskania
stezenia od 10 do 30 % metanolu w koncowej objetosci. Przenies¢ do kolby miarowej o odpowiedniej
pojemnosci i rozcieficzy¢ 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 (4.5) przed dozowaniem na kolumne HPLC.
Przeprowadzi¢ chromatografie w sposob okreslony w 5.4.

Roztwér wzorcowy i produkty hydrolizy chroni¢ przed bezposrednim dziataniem $wiatla stonecznego. Jezeli jest
niemozliwe dokonanie analizy produktéw hydrolizy tego samego dnia, mozna je przechowywac w temperaturze
5 °C nie diuzej niz przez 3 dni.

Oznaczanie HPLC

Ponizsze parametry izokratycznej elucji sa przykladowe. Dopuszczalne jest zastosowanie innych parametréw
gwarantujacych uzyskanie rownowaznych wynikéw (zob. objasnienia 9.1 i 9.2):

Kolumna do chromatogra- 125 mm x 4 mm, C,5, wypelnienie 3 pum lub réwnowazne

fii cieczowej (4.2):

Temperatura kolumny: Temperatura pokojowa

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

Predkos$¢ przeplywu: 1 ml/min
Catkowity czas analizy ~ okolo 34 minuty
chromatograficznej:

Dlugo$¢ fali przy detekcji: wzbudzenie: 280 nm, emisja: 356 nm.
Dozowana objeto$é: 20 pl
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Obliczanie wynikéw

Zawarto$¢ tryptofanu (X) w g na 100 g prébki obliczana jest wedlug ponizszego wzoru:

_A><B><V1><c><V2><M
“CxDxV;x10 000 x m

A = powierzchnia piku wzorca wewngtrznego, kalibracyjny roztwér wzorcowy (3.17)

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

V; = objetos¢ w ml (2 ml) stezonego roztworu tryptofanu (3.15) dodanego do roztworu kalibracyjnego (3.17)

¢ = stezenie w pmol/ml (= 2,50) stezonego roztworu tryptofanu (3.15) dodanego do roztworu kalibracyjnego
(3.17)

V, = objetos¢ w ml stezonego roztworu wzorca wewnetrznego (3.16) dodanego przy ekstrakgji (5.2) (= 5,00
ml) lub do hydrolizatu (5.3) (= 2,00 ml)

C = powierzchnia piku wzorca wewnetrznego, ekstraktu (5.2) lub hydrolizatu (5.3)

= powierzchnia piku tryptofanu, kalibracyjnego roztworu wzorcowego (3.17)

V; = objetos¢ w ml (= 2,00 ml) stgzonego roztworu wzorca wewngtrznego (3.16) dodanego do kalibracyjnego
roztworu wzorcowego (3.17)

m = nawazka probki w g (skorygowana wzgledem masy wyjsciowej, jezeli byta podsuszana lub odtluszczana)

M = cigzar czasteczkowy tryptofanu (= 204,23 g/mol)

Powtarzalno$¢

Roznica pomigdzy wynikami dwoch réwnoleglych oznaczen wykonanych dla tej samej probki nie moze
przekraczaé 10 % wzgledem najwyzszego wyniku.

Wyniki badai poréwnawczych

We Wspdlnocie Europejskiej przeprowadzono badania poréwnawcze (czwarte poréwnanie wynikéw réznych
laboratoriéw), w ktérych trzy probki byly analizowane przez maksymalnie 12 laboratoriéw w celu sprawdzenia
metody hydrolizy. Na kazdej probce powtdrzono analizy pigciokrotnie. Ich wyniki sg przedstawione w ponizszej

tabeli:
Préobka 1 d P,rép,ka 2 i Prébka 3
Pasza dla $win Pasza Lat SWIN UZUPENIONA | gy centrat paszowy dla $wifi
~tryptofanem
L 12 12 12
n 50 55 50
Srednia [g[kg] 2,42 3,40 4,22
s: [g/kg] 0,05 0,05 0,08
r [g/ke] 0.14 0,14 0,22
Cv, [%] 1,9 1,6 1,9
Sk [g/kg] 0,15 0,20 0,09
R Tg/kg] 0,42 0.56 025
CVy [%] 6,3 6,0 2,2
L = liczba laboratoriéw
n = liczba pojedynczych zachowanych wynikéw eliminujgcych warto$ci oddalone (wedtug Cochrana, préba
warto$ci oddalonych Dixona)
s, = odchylenie standardowe powtarzalnosci
Sk = odchylenie standardowe odtwarzalnosci
r = powtarzalno$¢ wynikoéw
R = odtwarzalno$¢ wynikow
CV, = wspodlezynnik zmiennosci powtarzalnosci, w %
CVg = wspdlezynnik zmiennosci odtwarzalnosci, w %
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W innym badaniu poréwnawczym przeprowadzonym we Wspdlnocie Europejskiej (trzecie pordéwnanie
wynikéw réznych laboratoriéw) dwie probki byly analizowane przez maksymalnie 13 laboratoriéw w celu
sprawdzenia metody ekstrakcji wolnego tryptofanu. Na kazdej probce powtdrzono analizy pigciokrotnie. Ich
wyniki sa przedstawione w ponizszej tabeli:

Probka 4 Mi K Pr(j)bk.a SA (= prébka 4)
. . . . 1eszanka pszenicy 1 SOl (= probka
Mieszanka pszenicy i soi z dodatkie?n trypt):)fanu (0,4&7 glkg)
L 12 12
n 55 60
Srednia [g/kg] 0,391 0,931
s: [g/kg] 0,005 0,012
r [g/kg] 0,014 0,034
v, [%] 1,34 1,34
Sk [g/ke] 0,018 0,048
R [g/kg] 0,050 0,134
CVy [%] 471 5,11
L = liczba laboratoriéw
n = liczba pojedynczych zachowanych ikow eliminujacych wartoéci oddalone (wedtug Cochrana, proba
pojedynczyt ych wyn jacy g p
warto$ci oddalonych Dixona)
s, = odchylenie standardowe powtarzalnosci
Sk = odchylenie standardowe odtwarzalnosci
r = powtarzalno$¢ wynikéw
R = odtwarzalno$¢ wynikow

CV, = wspblezynnik zmiennosci powtarzalnosci, w %

CVr = wspodlezynnik zmiennosci odtwarzalnosci, w %

W kolejnym badaniu poréwnawczym przeprowadzonym we Wspdlnocie Europejskiej cztery probki byly
analizowane przez maksymalnie 7 laboratoriéw w celu sprawdzenia metody hydrolizy tryptofanu. Na kazdej
prébee powtdrzono analizy pigciokrotnie. Ich wyniki s przedstawione w ponizszej tabeli.

Probka 1 Probka 2 Probka 3 Probka 4
Mieszanka paszowa Niskottuszczowa Maczka sof Odttuszczone mleko

dla $win maczka rybna dczia sojowa w proszku
(CRM 117) (CRM 118) (CRM 119) (CRM 120)

L 7 7 7 7

n 25 30 30 30

Srednia [g/ke] 2,064 8,801 6,882 5,236

s, [g/kg] 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/ke] 0,031 0,413 0,283 0,221

R [g/kg] 0,087 1,156 0,792 0,619

CVy [%] 1,48 4,69 4,11 4,22

L = liczba laboratoriéw

n = liczba pojedynczych zachowanych wynikéw eliminujgcych wartosci oddalone (wedtug Cochrana, proba

warto$ci oddalonych Dixona)

s, = odchylenie standardowe powtarzalnosci

Sk = odchylenie standardowe odtwarzalnosci

r = powtarzalno$¢ wynikow

R = odtwarzalno$¢ wynikow

CV, = wspodlezynnik zmiennosci powtarzalnosci, w %

CVr = wspodlezynnik zmiennosci odtwarzalnosci, w %

Objasnienia

Lepszy rozdziat tryptofanu i a-metylo-tryptofanu moze nastapic przy uwzglednieniu nastepujacych parametréw.
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[zokratyczna elucja po gradientowym czyszczeniu kolumny:
Kolumna do chromatogra- 125 mm x 4 mm, Cy5, wypeknienie 5 pm lub réwnowazne
fii cieczowej:
Temperatura kolumny: 32°C
Faza ruchoma: A: 0,01 mol/l KH,PO,/metanol, 95+5 (V+V)
B: Metanol
Program gradientowy: 0 min 100 % A 0%B
15 min 100 % A 0% B
17 min 60 % A 40% B
19 min 60 % A 40 % B
21 min 100 % A 0% B
33 min 100 % A 0%B
Predkos¢ przeplywu: 1,2 ml/min
Catkowity czas analizy okolo 33 minuty
chromatograficznej:
9.2. Analiza chromatograficzna bedzie si¢ zmienia¢ w zaleznosci od typu HPLC i materialu uzytego do wypelnienia

9.3.

1.1.

1.2

1.3.

kolumny. Wybrany system musi umozliwi¢ uzyskanie oddzielajacej linii bazowej pomigdzy tryptofanem
i wzorcem wewnetrznym. Ponadto wazne jest, aby produkty degradacji zostaly dobrze oddzielone od tryptofanu
i wzorca wewnegtrznego. Hydrolizaty bez wzorca wewnetrznego nalezy poddaé analizie w celu sprawdzenia linii
bazowej stosownie do wzorca wewnetrznego wzgledem zanieczyszczen. Wazne jest, aby czas analizy byt
wystarczajaco dtugi dla elucji wszystkich produktéw degradacji, w przeciwnym razie ostatnie eluujace piki na
chromatogramie moga zakldcaé kolejng analize.

W zakresie badanych stezef uklad chromatograficzny musi zapewnia¢ liniowa odpowiedz. Liniowa odpowiedz
nalezy mierzy¢ przy stalym (normalnym) stezeniu wzorca wewnetrznego i zmieniajacych si¢ stezeniach
tryptofanu. Wazne jest, aby wielko$¢ pikéw tryptofanu i wzorca wewnetrznego zawierala si¢ w liniowym
zakresie uktadu HPLC z detekcja fluorescencyjna. Jezeli piki tryptofanu lub wzorca wewnetrznego sa zbyt male
lub zbyt duze, analiz¢ nalezy powtérzy¢ przy zmienionej wielkosci probki lub jej objetosci koricowej.

Wodorotlenek baru

Fakt, Ze wodorotlenek baru z czasem jest coraz trudniejszy do rozpuszczenia, wplywa na nieklarowno$é
roztworu do oznaczania HPLC, ktéra moze by¢ przyczyng zanizania wynikéw oznaczania tryptofanu.

H.  OZNACZANIE SUROWEGO OLEJU I TLUSZCZU
Cel i zakres stosowania metody

Metoda stuzy do oznaczania zawartosci surowych olejow i tluszczéw w paszach. Nie stosuje si¢ jej do analizy
nasion i owocow roélin oleistych.

Zastosowanie dwoch sposobéw postepowania opisanych ponizej zalezy od rodzaju i sktadu paszy oraz celu
prowadzenia analizy.

Postgpowanie A — Bezposrednio ekstrahowane oleje i tluszcze

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

Postgpowanie B — Catkowite surowe oleje i thuszcze

Postgpowanie ma zastosowanie do materialéw paszowych pochodzenia zwierzecego i wszystkich mieszanek
paszowych. Jest stosowane do wszystkich materialéw, z ktorych oleje i tluszcze nie moga by¢ w calosci
wyekstrahowane bez uprzedniej hydrolizy (np. gluten, drozdze, biatka ziemniaczane i produkty przetworzone
np. poprzez ekstruzje, platkowanie i ogrzewanie).

Interpretagja wynikéw

We wszystkich przypadkach, w ktérych wynik otrzymany przy zastosowaniu postgpowania B jest wyzszy od

wyniku otrzymanego przy zastosowaniu postgpowania A, wynik otrzymany przy zastosowaniu postgpowania
B nalezy traktowac jako rzeczywisty.
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2.1

2.2.

3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

4.1.

4.2.

4.3.

5.1.

5.2.

0

Sposob przeprowadzenia metody

Postgpowanie A

Probka jest poddawana ekstrakgji eterem naftowym. Roztwor jest oddestylowany, a pozostalo$¢ jest suszona
i wazona.

Postgpowanie B

Probka jest ogrzewana kwasem chlorowodorowym. Mieszanina jest ozigbiana i filtrowana. Pozostalo$¢ jest
przemywana i suszona, a nastgpnie poddawana oznaczaniu przy zastosowaniu postgpowania A.

Odczynniki i roztwory

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

Siarczan sodu bezwodny.
Kwas chlorowodorowy, ¢ = 3 mol/l.

Material wspomagajacy filtracje, np. Kieselgur, Hyflo-supercel.

Aparatura i sprzet

Aparat do ekstrakgji. Jezeli aparat jest wyposazony w syfon (jak np. aparat Soxhleta), predko$¢ skraplania musi
wynosi¢ okolo 10 cykli na godzing. Jezeli aparat nie ma syfonu, wowczas predko$¢ skraplania musi wynosic
okoto 10 ml na minute.

Gilzy do ekstrakcji, niezawierajace substancji rozpuszczalnych w eterze naftowym, o porowatoéci odpowiada-
jacej wymaganiom okreslonym w pkt 4.1.

Suszarka albo suszarka prézniowa, z mozliwoscig ustawienia temperatury suszenia na 75 + 3 °C, lub suszarka
nawiewna z mozliwoscia ustawienia temperatury na 100 * 3 °C.

Sposéb postepowania
Postgpowanie A (zob. pkt 8.1)

Odwazy¢, z doktadnoscig do 1 mg, 5 g probki, przenie$¢ do gilzy ekstrakcyjnej (4.2) i przykry¢ bezttuszczowym
zwitkiem waty bawelnianej.

Umiesci¢ gilze w aparacie do ekstrakgji (4.1) i ekstrahowa¢ przez sze$¢ godzin eterem naftowym (3.1). Zebraé
ekstrakt eterowy do suchej, zwazonej kolby zawierajacej kawatki pumeksu (7).

Oddestylowa¢ rozpuszczalnik. Suszy¢ pozostato$é, umieszczajac kolbe w suszarce (4.3) na poltorej godziny.
Schtodzi¢ w eksykatorze i zwazy¢. Suszy¢ ponownie przez 30 minut w celu zapewnienia stalej masy olejow
i thuszczow (ubytek masy miedzy dwoma kolejnymi wazeniami nie moze przekraczaé 1 mg).

Postgpowanie B

Odwazy¢, z doktadnoscia do 1 mg, 2,5 g probki (zob. pkt 8.2), umiesci¢ w zlewce o pojemnosci 400 ml lub
w kolbie stozkowej o pojemnosci 300 ml i doda¢ 100 ml kwasu chlorowodorowego (3.3) oraz kawatki
pumeksu. Przykry¢ zlewke szkietkiem zegarkowym lub dopasowaé kolbg stozkowa z chlodnica zwrotna.
Doprowadzi¢ mieszaning do spokojnego wrzenia w malym plomieniu palnika lub na plytce grzewczej
i utrzymywac¢ wrzenie przez godzing. Nie dopuszczac do osadzania si¢ produktu na $cianach naczynia.

Schtodzi¢ i doda¢ material wspomagajacy filtracje (3.4) w iloSci zapobiegajacej jakimkolwiek stratom oleju
i thuszczu podezas filtracji. Przefiltrowaé przez zwilzony, beztluszczowy podwdéjny filtr papierowy. Przemywac
pozostalo$¢ zimng woda do uzyskania obojetnego filtratu. Sprawdzi¢, czy filtrat nie zawiera §ladéw olejow lub
thuszczéw. Ich obecno§¢ wskazuje na konieczno$¢ przeprowadzenia przed hydroliza ekstrakcji eterem
naftowym, przy zastosowaniu postgpowania A.

Jesli olej lub thuszcz musi zosta¢ poddany pézniejszym probom badania jakosci, kawatki pumeksu nalezy zastapi¢ paciorkami szklanymi.
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Umie$ci¢ na szkielku zegarkowym podwdjny filtr papierowy z pozostaloscia i suszy¢ przez 1,5 godziny
w suszarce nawiewnej (4.3) w temperaturze 100 + 3 °C.

Umiesci¢ podwdéjny filtr papierowy zawierajacy suchg pozostalos¢ w gilzie ekstrakcyjnej (4.2) i przykry¢
zwitkiem beztluszczowej waty bawelnianej. Umiesci¢ gilzg w aparacie do ekstrakeji (4.1) i postgpowaé w spos6b
okreslony w pkt 5.1, akapity drugi i trzeci.

Wyrazenie wynikéw

Masg pozostatosci wyrazi¢ jako procent wagowy probki.

Powtarzalnos$é

Réznica pomigdzy wynikami dwdch réwnoleglych oznaczen wykonanych dla tej samej probki nie moze
przekraczaé:

— 0,2 % w warto$ci bezwzglednej, dla zawartosci surowego oleju i thuszczu nizszej niz 5 %,
— 4,0 % wzgledem najwyzszego wyniku, dla zawartosci oleju i thuszezu od 5 do 10 %,

— 0,4 % w warto$ci bezwzglednej, dla zawartosci oleju i thuszczu wyzszej niz 10 %.

Objasnienia

Dla produktéw o wysokiej zawartosci olejow i tluszczéw, ktére sg trudne do rozdrobnienia lub osiggnigcia
homogennosci badanej probki, postgpowaé w sposéb podany ponizej.

Odwazy¢, z doktadnoscig do 1 mg, 20 g probki i zmiesza¢ z co najmniej 10 g bezwodnego siarczanu sodu (3.2).
Ekstrahowac eterem naftowym (3.1) w sposéb okreslony w pkt 5.1. Otrzymany ekstrakt uzupehi¢ do objetosci
500 ml eterem naftowym (3.1) i zmieszaé. Pobra¢ 50 ml roztworu i przenie$¢ do malej, suchej i zwazonej kolby
zawierajacej kawalki pumeksu. Oddestylowaé rozpuszczalnik, suszy¢ i postepowad, jak wskazano w pkt 5.1
akapit ostatni.

Usung¢ rozpuszczalnik z pozostatosci po ekstrakeji w gilzie, rozdrobni¢ pozostatosé na 1 mm czastki, ponownie
umiesci¢ w gilzie (nie dodawaé siarczanu sodu) i postepowad, jak wskazano w pkt 5.1 akapity drugi i trzeci.

Zawarto$¢ oleju i tluszczu obliczy¢é w procentach wagowych probki, wedtug nastepujacego wzoru:

(10 my + my) x 5

gdzie:
m; = masa w g pozostalosci po pierwszej ekstrakeji, podzielnej czgsci ekstraktu
m, = masa w g pozostaloéci po drugiej ekstrakcji

Dla produktéw o niskiej zawartosci olejow i thuszczoéw préobke mozna zwigkszy¢ do 5 g.

W przypadku karmy dla zwierzat domowych o wysokiej zawartosci wody dla zwierzat domowych moze
wystapi¢ potrzeba zmieszania tej karmy przed hydroliza i ekstrakcja z bezwodnym siarczanem sodu,
z zastosowaniem postepowania B.

W przypadku postepowania okreslonego w pkt 5.2 do przemywania pozostalosci po filtracji skuteczniejsze
moze by¢ uzycie wody gorgcej zamiast zimnej.

W przypadku niektérych pasz czas suszenia wynoszacy 1,5 godziny moze by¢ przedluzony. Nalezy jednak
unika¢ nadmiernego suszenia, gdyz moze to prowadzi¢ do zanizania wynikéw. Mozna réwniez stosowal
kuchenki mikrofalowe.

Jezeli zawarto§¢ surowego oleju lub thuszczu jest wyzsza niz 15 %, zaleca sie wstepna ekstrakcje przed hydroliza,
z zastosowaniem postgpowania A, i powtorng ekstrakcje, z zastosowaniem postgpowania B. Postgpowanie to
zalezy od rodzaju paszy i oleju lub thuszczu w paszy.
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L OZNACZANIE WLOKNA SUROWEGO
Cel i zakres stosowania metody
Metoda stuzy do oznaczania w paszach zawartoSci nietluszczowych substancji organicznych, ktére nie

rozpuszczaja si¢ ani w Srodowisku kwasnym, ani zasadowym i ktére zwyczajowo okresla si¢ mianem wiékna
Surowego.

Sposéb przeprowadzenia metody

Probke, w razie koniecznosci odtluszczona, gotuje si¢ w roztworach kwasu siarkowego i wodorotlenku potasu
o0 odpowiednim stgzeniu. Pozostalo$¢ jest rozdzielana przez filtracj¢ na filtrze ze szklanego spieku, przemywana,
suszona, wazona i spopielana w temperaturze od 475 do 500 °C. Ubytek masy po spopielaniu odpowiada
zawarto$ci wiokna surowego w badanej prébee.

Odczynniki i roztwory

Kwas siarkowy, ¢ = 0,13 mol/l.
Odczynnik przeciwpieniacy (np. n-oktanol).

Material wspomagajacy filtrowanie (Celit 545 lub podobny), wyprazony w temperaturze 500 °C przez cztery
godziny (8.6).

Aceton.
Eter naftowy o temperaturze wrzenia od 40 do 60 °C.
Kwas chlorowodorowy, ¢ = 0,5 mol/l.

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

Aparatura i sprzet
Urzadzenie grzewcze do roztwarzania kwasem siarkowym lub roztworem wodorotlenku potasu, wyposazone
w podstawke mocujaca tygiel filtracyjny (4.2) i rurke odprowadzajaca z kranem stuzaca do odprowadzenia

cieczy i prozni, ewentualnie ze sprz¢zonym powietrzem. Codziennie przed uzyciem podgrzewa si¢ urzadzenie,
przemywajac je wrzaca woda przez pig¢ minut.

Szklany tygiel filtracyjny ze spiekiem o porach od 40 do 90 pm. Przed pierwszym uzyciem ogrzewac przez kilka
minut w temperaturze 500 °C i schlodzi¢ (8.6).

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

Urzadzenie do ekstrakgji skladajace si¢ z podstawki mocujacej tygiel filtracyjny (4.2) i rurki odprowadzajacej
z kranem, stuzacej do ujscia cieczy i prézni.

Pierécienie faczace, stuzace do polaczenia urzadzenia grzewczego (4.1) z tyglem filtracyjnym (4.2) i cylindrem
(4.3) oraz do dolaczenia urzadzenia ekstrakcyjnego do ekstrakcji na zimno (4.6) i tygla.

Sposéb postepowania

Odwazy¢, z dokladnoscia do 1 mg, 1 g przygotowanej prébki do tygla (4.2) (zob. objasnienia 8.1, 8.2 i 8.3)
i doda¢ 1 g materialu wspomagajacego filtrowanie (3.3).

Polgczy¢ urzadzenie grzewcze (4.1) z tyglem filtracyjnym (4.2), a nastgpnie dofaczy¢ cylinder (4.3) do tygla. Wlaé
150 ml wrzacego kwasu siarkowego (3.1) do cylindra polaczonego z tyglem i, w razie potrzeby, doda¢ kilka
kropli odczynnika przeciwpienigcego (3.2).

Doprowadzi¢ ciecz do wrzenia w czasie 5 * 2 minut i gotowac przez dokladnie 30 minut.
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Otworzy¢ kran rurki odprowadzajacej (4.1) i w warunkach prézni filtrowal kwas siarkowy przez tygiel
filtracyjny i przemywac pozostato§¢ trzykrotnie 30 ml porcjami wrzacej wody, upewniajac si¢, ze pozostato§é
przefiltrowano do sucha po kazdym przemyciu.

Zamkna¢ ujscie kranu i wla¢ 150 ml wrzacego roztworu wodorotlenku potasu (3.7) do cylindra polaczonego
z tyglem i doda¢ kilka kropli odczynnika przeciwpienigcego (3.2). Doprowadzi¢ ciecz do punktu wrzenia
w czasie 5 * 2 minut i gotowal przez 30 minut. Przefiltrowal i powtdrzy¢ procedur¢ przemywania
wykorzystang w odniesieniu do kwasu siarkowego.

Po ostatnim przemyciu i wysuszeniu odlgczy¢ tygiel i jego zawarto$¢ i podlaczy¢ go do urzadzenia do zimnej
ekstrakgji (4.6). W warunkach prozni przemywacé pozostatos¢ w tyglu trzema kolejnymi porcjami 25 ml acetonu
(3.4), upewniajac si¢, Ze pozostato$¢ przefiltrowano do sucha po kazdym przemyciu.

Wysuszy¢ tygiel do stalej masy w suszarce o temperaturze 130 °C. Po kazdym suszeniu schtodzi¢ w eksykatorze
i niezwlocznie zwazy¢. Umiesci¢ tygiel w piecu muflowym i spopiela¢ do stalej masy (ubytek masy miedzy
dwoma kolejnymi wazeniami musi by¢ réwny lub mniejszy niz 2 mg) w temperaturze od 475 do 500 °C przez
co najmniej 30 minut.

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

Przeprowadzi¢ test Slepej proby bez probki. Ubytek masy po spopielaniu nie moze przekraczaé 4 mg.

Obliczanie wynikéw

Procentows zawarto§¢ widkna surowego w prébee oblicza si¢ wedlug nastepujacego wzoru:

(mo —ml) x 100
m

X=

gdzie:

2
|

= masa probki w g
mg = ubytek masy po spopieleniu w trakcie oznaczania, w g

m; = ubytek masy po spopieleniu w trakcie Slepej préby, w g

Powtarzalno$é

Réznica pomigdzy wynikami dwéch réwnoleglych oznaczen wykonanych dla tej samej probki nie moze
przekraczaé:

— 0,6 % wartosci bezwzglednej, dla zawartosci widkna surowego nizszej niz 10 %,

— 6 % wzgledem wyzszego wyniku, dla zawartosci wiékna surowego réwnej lub wyzszej niz 10 %.

Objasnienia

Pasze zawierajace wiccej niz 10 % tluszczu surowego przed oznaczaniem nalezy odtlusci¢ eterem naftowym
(3.5). Podlaczy¢ tygiel filtracyjny (4.2) wraz z jego zawartoécig do urzadzenia do zimnej ekstrakcji (4.6),
zastosowa¢ préznie i przemy¢ pozostalo§¢ trzykrotnie 30 ml porcjami eteru naftowego, upewniajac sie, ze
pozostato$¢ jest sucha. Podlgczy¢ tygiel wraz z jego zawartoScia do urzadzenia grzewczego (4.1) i postgpowal
w spos6b okreslony w pkt 5.

Pasze zawierajace tluszcze, ktére nie moga by¢ bezposrednio ekstrahowane eterem naftowym (3.5), odttusci¢
w sposéb okreslony w pkt 8.1 i ponownie odtluécié po gotowaniu z kwasem. Po gotowaniu z kwasem,
a nastgpnie przemyciu podiaczy¢ tygiel wraz z jego zawarto$cig do urzadzenia do zimnej ckstrakcji (4.6)
i przemy¢ trzykrotnie 30 ml porcjami acetonu, a nastepnie trzykrotnie 30 ml porcjami eteru naftowego.
Przefiltrowal do sucha w warunkach prézni i postgpowaé w sposéb okreslony w pkt 5, rozpoczynajac
postepowanie z wodorotlenkiem potasu.
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Jezeli pasze zawieraja wigcej niz 5 % weglanéw, wyrazonych jako weglan wapnia, podlaczy¢ tygiel (4.2)
z odwazong probka do urzadzenia grzewczego (4.1). Przemy¢ probke trzykrotnie 30 ml porcjami kwasu
chlorowodorowego (3.6). Po dodaniu kazdej porcji kwasu pozostawi¢ probke na okolo minut¢ przed
filtrowaniem. Przemy¢ 30 ml wody i postgpowaé w sposob okreslony w pkt 5.

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

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

Temperatura spopielania nie moze by¢ wyzsza niz 500 °C, ze wzgledu na wytrzymalos$¢ szklanego tygla.
Postgpowal w taki sposob, aby uniknac szoku termicznego podczas ogrzewania i schiadzania.

J.  OZNACZANIE CUKROW
Cel i zakres stosowania metody

Metoda stuzy do oznaczania zawartosci cukréw redukujgcych i calkowitej zawartosci cukréw po inwersji,
wyrazonych 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 mierzy¢ oddzielnie, uwzgledniajac ja w obliczeniach.

Sposéb przeprowadzenia metody

Cukry ekstrahuje si¢ w rozcieficzonym etanolu. Otrzymany roztwér klaruje si¢ roztworami Carreza I1 Carreza II.
Po wyeliminowaniu etanolu zawarto$¢ cukrow przed i po inwersji oznacza si¢ metoda Luff-Schoorla.

Odczynniki i roztwory

Etanol, roztwér 40 % (v[v), gestos¢ d = 0,948 g/ml przy temperaturze 20 °C, obojetny wobec fenoloftaleiny.

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

Roztwér Carreza II: rozpusci¢ w wodzie 10,6 g heksacyjanozelazianu(ll) potasu K Fe (CN)g 3H,0. Uzupekni¢ do
objetosci 100 ml wodg.

Roztwoér 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, doda¢ roztwér kwasu cytrynowego (3.8.2) do roztworu weglanu sodu (3.8.3). Nastepnie
dodaé roztwér siarczanu miedzi (3.8.1) i uzupelni¢ do objetosci 1 1 woda. Zostawi¢ na noc do osadzenia
i przefiltrowac.

Sprawdzi¢ normalnos¢ otrzymanego odczynnika (Cu 0,05 mol/l; Na, CO; 1 molfl). Zob. pkt 5.4, ostatni akapit.
pH roztworu musi wynosi¢ okoto 9,4.

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

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

Roztwoér tiosiarczanu(VI) sodu, 0,1 mol/l.

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

Kwas siarkowy, 3 mol/l.
30 % (w[v) roztwér jodku potasu.
Granulki pumeksu gotowane w kwasie chlorowodorowym, przemyte wodg i wysuszone.

3-metylobutan-l-ol.

Aparatura i sprzet

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

Spos6b postepowania
Ekstrakgja probki

Odwazy¢, z dokladnoscia do 1 mg, 2,5 g prébki i umiesci¢ w kolbie miarowej o pojemnosci 250 ml. Dodaé
200 ml etanolu (3.1) i miesza¢ w mikserze przez godzing. Doda¢ 5 ml roztworu Carreza I (3.2) i mieszaé przez
ok. 30 sekund. Doda¢ 5 ml roztworu Carreza II (3.3), i ponownie miesza¢ przez minute. Uzupelni¢ do pelnej
objetosci kolby etanolem (3.1), homogenizowa¢ i przefiltrowaé. Pobra¢ 200 ml filtratu i odparowa¢ do okolo
potowy objetosci w celu usunigcia wigkszosci etanolu. Przenie$é ilosciowo pozostato§é po odparowaniu do kolby
miarowej o pojemnosci 200 ml z uzyciem cieptej wody, schtodzi¢, uzupelni¢ do pelnej objetosci kolby woda,
homogenizowac i, jezeli to konieczne, przefiltrowal. Roztwér ten bedzie uzyty do oznaczenia zawarto$ci
cukréw redukujacych i, po inwersji, catkowitej zawartosci cukréw.

Oznaczanie cukréw redukujgcych

Uzywajac pipety, pobra¢ nie wigcej niz 25 ml roztworu zawierajacego mniej niz 60 mg cukréw redukujacych
wyrazonych jako glukoza. Jezeli to konieczne, uzupeli¢ do objetosci 25 ml wodg destylowang i oznaczy¢
zawarto$¢ cukrow redukujacych metoda Luff-Schoorla. Wynik wyrazi¢ jako procentowa zawarto$¢ glukozy
w probee.

Oznaczanie catkowitej zawartosci cukru po inwersji

Uzywajac pipety, pobra¢ 50 ml roztworu i przenie$¢ go do kolby miarowej o pojemnosci 100 ml. Dodac kilka
kropli roztworu oranzu metylowego (3.4), i nastgpnie, ostroznie mieszajac, doda¢ kwas chlorowodorowy (3.5),
az do zmiany barwy cieczy na czerwona. Doda¢ 15 ml kwasu chlorowodorowego (3.6) i zanurzy¢ kolbe we
wrzacej fazni wodnej na 30 minut. Szybko schtodzi¢ do temperatury okoto 20 °C i doda¢ 15 ml roztworu
wodorotlenku sodu (3.7). Uzupelni¢ kolbe do objetosci 100 ml wodg i homogenizowaé. Pobra¢ nie wiecej niz
25 ml roztworu zawierajgcego mniej niz 60 mg cukrow redukujacych wyrazonych jako glukoza. Jezeli to
konieczne, uzupekni¢ do objgtosci 25 ml woda destylowana i oznaczy¢ zawarto$¢ cukrow redukujacych metoda
Luff-Schoorla. Wynik wyrazi¢ jako procentowg zawarto$¢ glukozy lub, w stosownych przypadkach, sacharozy,
mnozgc przez wspolczynnik 0,95.

Miareczkowanie metodg Luff-Schoorla

Uzywajac pipety, pobra¢ 25 ml odczynnika Luff-Schoorla (3.8), przenie$¢ go do kolby Erlenmeyera o pojemnosci
300 ml i doda¢ dokfadnie 25 ml klarownego roztworu cukru. Doda¢ dwie granulki pumeksu (3.13), ogrzewac
nad $rednim plomieniem, recznie mieszajac, i doprowadzi¢ ciecz do wrzenia w czasie okoto dwdch minut.
Natychmiast postawi¢ kolb¢ Erlenmeyera na siatce azbestowej z otworem o $rednicy okoto 6 cm, pod ktorym
pali si¢ plomien. Plomiei nalezy ustawi¢ tak, aby ogrzewane bylo tylko dno kolby. Dopasowaé chlodnice
zwrotng do kolby Erlenmeyera. Gotowaé dokladnie dziesig¢ minut. Schlodzi¢ natychmiast zimna wodg i po
okoto pigciu minutach miareczkowaé w nastepujacy sposéb:
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Dodaé¢ 10 ml roztworu jodku potasu (3.12) i od razu po tej czynnosci (zachowujac ostrozno$¢ ze wzgledu na
ryzyko powstania piany) doda¢ 25 ml kwasu siarkowego (3.11). Miareczkowal roztworem tiosiarczanu(VI) sodu
(3.9) do pojawienia si¢ metnej z6ltej barwy, dodaé wskaznik skrobiowy (3.10) i dokoniczy¢ miareczkowanie.

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

Obliczanie wynikéw

Wykorzystujac tabele, okresli¢ ilos¢ glukozy w mg, ktéra odpowiada réznicy miedzy wynikami dwoch
miareczkowan, wyrazonych w mg tiosiarczanu(VI) sodu 0,1 mol/l. Wynik wyrazi¢ jako udzial procentowy
w probce.

Postgpowanie specjalne

W przypadku pasz bogatych w melase i innych pasz, ktére nie sa szczeg6lnie homogenizowane, odwazy¢
20 g probki i umiesci¢ z 500 ml wody w kolbie miarowej o pojemnosci 1 1. Mieszaé przez godzing w mikserze.
Sklarowa¢ odczynnikami Carreza I (3.2) i II (3.3) w sposéb okreslony w pkt 5.1, z uzyciem czterokrotnie
wiekszych ilosci kazdego odczynnika. Uzupekni¢ kolbe do objetosci 80 % etanolem (v/v).

Homogenizowa¢ i przefiltrowac. Usunaé etanol w sposdb okreslony w pkt 5.1. Jezeli nie ma dekstrynowanej
skrobi, uzupei¢ do pelnej objetosci kolby woda destylowana.

W przypadku melasy i materialéw paszowych, bogatych w cukier i prawie wolnych od skrobi (np. chleb
Swietojafiski, suszone krajane buraki ¢wiklowe itp.), odwazy¢ 5 g prébki, umiescié w kolbie miarowej
o pojemnos$ci 250 ml, doda¢ 200 ml wody destylowanej, mieszaé w mikserze przez godzing lub, jesli to
konieczne, dluzej. Roztwér klarowaé odczynnikami Carreza 1 (3.2) i Il (3.3) w sposéb okreslony w pkt 5.1.
Uzupehi¢ do pelnej objetosci kolby zimna woda, homogenizowal i przefiltrowaé. Nastgpnie postgpowal
w spos6b okre$lony w pkt 5.3, w celu okreslenia zawartosci cukréw.

Objasnienia

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

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

Aby oznaczy¢ zawarto$¢ cukréow redukujacych, z wylaczeniem laktozy, mozna zastosowal dwie nastgpujace
metody:

Dla szacunkowych obliczert pomnozy¢ zawarto$¢ laktozy oznaczong inng metody przez 0,675 i uzyskany
wynik odja¢ od zawartosci cukréw redukujacych.

Aby dokladnie obliczy¢ zawartos$¢ cukrow redukujacych, z wylaczeniem laktozy, ta sama prébka musi by¢ uzyta
do dwoch konicowych oznaczen. Jedng analize przeprowadza si¢ na cz¢sci roztworu otrzymanego w sposéb
okre$lony w pkt 5.1, druga na czg¢sci roztworu otrzymanego podczas oznaczania laktozy metoda stuzaca do jej
oznaczania (po fermentacji innych rodzajéw cukréw i sklarowaniu).

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

Przyklad

Dwie pobrane objetosci odpowiadajg probee o masie probki 250 mg dla kazdego oznaczenia.

W pierwszym przypadku 17 ml roztworu tiosiarczanu(VI) sodu o stezeniu 0,1 mol/l odpowiada 44,2 mg zuzytej
glukozy, w drugim przypadku 11 ml odpowiada 27,6 mg glukozy.

Réznica wynosi 16,6 mg glukozy.
Zawarto$¢ cukrow redukujacych (z wylaczeniem laktozy), w przeliczeniu na glukozg, wynosi zatem:

4 x 16,6

=6,64 %
10 ’
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3.2.

3.3.

3.4.

Tabela warto$ci dla 25 ml odczynnika Luff-Schoorla

ml Na, S, O3, 0,1 mol/l, podgrzewanie przez 2 minuty, gotowanie przez 10 minut

Na, S, O3 Glukoizs‘,vgtél;&?;;é cukry Laktoza Maltoza Na, S, O3
0,1 mol/l Cy Hy, O Ciy Hyy Oy Ci2 Hyy Oy 0,1 mol/l
ml mg réznica mg réznica mg réznica ml
1 2,4 2,4 3,6 3,7 3,9 3,9 1
2 4,8 2,4 7,3 3,7 7,8 3,9 2
3 7,2 2,5 11,0 3,7 11,7 3,9 3
4 9,7 2,5 14,7 3,7 15,6 4,0 4
5 12,2 2,5 18,4 3,7 19,6 3,9 5
6 14,7 2,5 22,1 3,7 23,5 4,0 6
7 17,2 2,6 25,8 3,7 27,5 4,0 7
8 19,8 2,6 29,5 3,7 31,5 4,0 8
9 22,4 2,6 33,2 3,8 35,5 4,0 9
10 25,0 2,6 37,0 3,8 39,5 4,0 10
11 27,6 2,7 40,8 3,8 43,5 4,0 11
12 30,3 2,7 44,6 3,8 47,5 4,1 12
13 33,0 2,7 48,4 3,8 51,6 4,1 13
14 35,7 2,8 52,2 3,8 55,7 4,1 14
15 38,5 2,8 56,0 3,9 59,8 4,1 15
16 41,3 2,9 59,9 3,9 63,9 4,1 16
17 44,2 2,9 63,8 3,9 68,0 4,2 17
18 47,1 2,9 67,7 4,0 72,2 4,3 18
19 50,0 3,0 71,7 4,0 76,5 4,4 19
20 53,0 3,0 75,7 4,1 80,9 4,5 20
21 56,0 3,1 79,8 4,1 85,4 4,6 21
22 59,1 3,1 83,9 4,1 90,0 4,6 22
23 62,2 88,0 94,6 23

K. OZNACZANIE LAKTOZY
Cel i zakres stosowania metody

Metoda stuzy do oznaczania zawartosci laktozy w paszach zawierajacych ponad 0,5 % laktozy.

Spos6b przeprowadzenia metody

Cukry sa rozpuszczane w wodzie. Roztwér jest poddawany fermentacji w obecnodci drozdzy Saccharomyces
cerevisiae, ktore nie rozkladaja laktozy. Po sklarowaniu i przefiltrowaniu zawarto$¢ laktozy w filtracie jest
oznaczana metodg Luff-Schoorla.

Odczynniki i roztwory

Suspensja drozdzy Saccharomyces cerevisiae: 25 g $wiezych drozdzy umiescic w 100 ml wody. Zawiesing
przechowywal w lodéwce nie dluzej niz przez 7 dni od jej sporzadzenia.

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

Roztwér Carreza II: rozpuscié w wodzie 10,6 g heksacyjanozelazianu(ll) potasu K4Fe (CN)s 3H,0. Uzupelnié
kolb¢ do objgtosci 100 ml woda.

Odczynnik Luff-Schoorla:

Ostroznie mieszajac, dodaé roztwér kwasu cytrynowego (3.4.2) do roztworu weglanu sodu (3.4.3). Nastepnie
doda¢ roztwor siarczanu miedzi (3.4.1) i uzupeknic¢ kolbe do objetosci 1 1 woda. Zostawi¢ na noc do osadzenia
i przefiltrowa¢. Sprawdzi¢ normalno$¢ otrzymanego odczynnika (Cu 0,05 mol/l; Na, CO; 1 mol/l). Warto$¢ pH
roztworu musi wynosi¢ okoto 9,4.
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3.8.

3.9.

Roztwér siarczanu miedzi: rozpusci¢ 25 g siarczanu miedzi Cu SO, 5H,0 wolnego od Zelaza w 100 ml wody.
Roztwér kwasu cytrynowego: rozpusci¢ 50 g kwasu cytrynowego CsHgO; - H,O w 50 ml wody.

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

Granulki pumeksu gotowane w kwasie chlorowodorowym, przemyte woda i wysuszone.
30 % roztwor jodku potasu (w/v).

Kwas siarkowy, 3 mol/l.

Roztwor tiosiarczanu sodu, 0,1 mol/l.

Roztwér skrobi: do 1 1 wrzacej wody doda¢ 5 g skrobi rozpuszczonej w 30 ml wody. Gotowa¢ trzy minuty,
pozostawi¢ do schlodzenia, a jezeli to konieczne, doda¢ 10 mg jodku rteci jako Srodka konserwujacego.

Aparatura i sprzet

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

Sposéb postepowania

Odwazy¢, z doktadnoscig do 1 mg, 1 g probki i umiesci¢ w kolbie miarowej o pojemnosci 100 ml. Doda¢ od 25
do 30 ml wody. Umiesci¢ kolb¢ we wrzacej tazni wodnej na 30 minut, a nastgpnie schlodzi¢ do temperatury
okolo 35 °C. Doda¢ 5 ml zawiesiny drozdzy (3.1) i homogenizowa¢. 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 (3.2) i miesza¢ przez 30 sekund, nastepnie doda¢ 2,5 ml roztworu Carreza II
(3.3) i ponownie mieszac przez 30 sekund. Uzupelni¢ kolb¢ do objetosci 100 ml woda, zmieszac i przefiltrowac.
Uzywajac pipety, pobra¢ nie wiecej niz 25 ml filtratu, ktéry zawiera od 40 do 80 mg laktozy, i umiesci¢ go
w kolbie Erlenmeyera o pojemnosci 300 ml. W miare potrzeby uzupekni¢ do objetosci 25 ml woda.

W ten sam sposéb przeprowadzic test Slepej proby z 5 ml suspensji drozdzowej (3.1). Oznaczy¢ zawarto$é
laktozy wedlug Luff-Schoorla, w nastgpujacy sposob: doda¢ 25 ml odczynnika Luff-Schoorla (3.4) i dwie
granulki pumeksu (3.5). Ogrzewa¢ nad $rednim plomieniem, recznie mieszajac, i doprowadzié ciecz do wrzenia
w czasie okoto 2 minut. Natychmiast postawi¢ kolb¢ Erlenmeyera na siatce azbestowej z otworem o $rednicy
okolo 6 cm, pod ktérym pali si¢ plomieni. Plomien nalezy ustawi¢ tak, aby ogrzewane bylo tylko dno kolby
Erlenmeyera. Dopasowa¢ chtodnicg zwrotng do kolby Erlenmeyera. Gotowaé dokladnie 10 minut. Schiodzié
natychmiast zimng woda i po okolo 5 minutach miareczkowaé w nastepujacy sposob:

Doda¢ 10 ml roztworu jodku potasu (3.6) i niezwlocznie (zachowujac ostroznosé¢ ze wzgledu na ryzyko
powstania piany) doda¢ 25 ml kwasu siarkowego (3.7). Miareczkowa¢ roztworem tiosiarczanu sodowego (3.8)
do pojawienia si¢ metnej zoltej barwy, dodaé wskaznik skrobiowy (3.9) i dokoriczy¢ miareczkowanie.

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

Obliczanie wynikéw

Wykorzystujac zalaczong tabelg, okresli¢ ilo$¢ laktozy w mg, ktéra odpowiada réznicy migdzy wynikami dwdch
miareczkowan, wyrazonych w ml roztworu tiosiarczanu sodu 0,1 mol/l.

Wynik wyrazi¢ jako udzial procentowy bezwodnej laktozy w probee.

Objasnienia

W przypadku produktéw zawierajacych ponad 40 % fermentujgcych cukréw dodaé wiecej niz 5 ml zawiesiny
drozdzy (3.1).
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Tabela warto$ci dla 25 ml odczynnika Luff-Schoorla

ml Na, S, O3, 0,1 mol/l, podgrzewanie przez 2 minuty, gotowanie przez 10 minut

Na, S, O3 Glukoizs")viﬁl;:::;é cukry Laktoza Maltoza Na, S, O;
0,1 mol/l C, Hyy Og Cy, Hy, Oy Ci2 Hy, Oy 0,1 mol/l
ml mg réznica mg réznica mg réznica ml
1 2,4 2,4 3,6 3,7 3,9 3,9 1
2 4,8 2,4 7,3 3,7 7,8 3,9 2
3 7,2 2,5 11,0 3,7 11,7 3,9 3
4 9,7 2,5 14,7 3,7 15,6 4,0 4
5 12,2 2,5 18,4 3,7 19,6 3,9 5
6 14,7 2,5 22,1 3,7 23,5 4,0 6
7 17,2 2,6 25,8 3,7 27,5 4,0 7
8 19,8 2,6 29,5 3,7 31,5 4,0 8
9 22,4 2,6 33,2 3,8 35,5 4,0 9
10 25,0 2,6 37,0 3,8 39,5 4,0 10
11 27,6 2,7 40,8 3,8 43,5 4,0 11
12 30,3 2,7 44,6 3,8 47,5 4,1 12
13 33,0 2,7 48,4 3,8 51,6 4,1 13
14 35,7 2,8 52,2 3,8 55,7 4,1 14
15 38,5 2,8 56,0 3,9 59,8 4,1 15
16 41,3 2,9 59,9 3,9 63,9 4,1 16
17 44,2 2,9 63,8 3,9 68,0 4,2 17
18 47,1 2,9 67,7 4,0 72,2 4,3 18
19 50,0 3,0 71,7 4,0 76,5 4,4 19
20 53,0 3,0 75,7 4,1 80,9 4,5 20
21 56,0 3,1 79,8 4,1 85,4 4,6 21
22 59,1 3,1 83,9 4,1 90,0 4,6 22
23 62,2 88,0 94,6 23

L. OZNACZANIE SKROBI
METODA POLARYMETRYCZNA
Cel i zakres stosowania metody

Metoda stuzy do polarymetrycznego oznaczania zawartosci skrobi i wysokoczasteczkowych produktéw jej
rozktadu w paszach, w celu sprawdzenia zgodnosci z zadeklarowang wartoscia energetyczng (przepisy zawarte
w zalaczniku VII) oraz dyrektywa Rady 96/25/WE (').

Sposéb przeprowadzenia metody

Metoda sklada si¢ z dwdch oznaczen. W pierwszym oznaczeniu prébka jest traktowana rozcieficzonym kwasem
chlorowodorowym. Po sklarowaniu i przefiltrowaniu mierzy si¢ polarymetrycznie skrecalno$¢ optyczna
roztworu.

W drugim oznaczeniu prébka jest ekstrahowana 40 % etanolem. Po zakwaszeniu filtratu kwasem
chlorowodorowym, sklarowaniu i przefiltrowaniu mierzy si¢ skrecalno$¢ optyczna, tak jak w pierwszym
oznaczeniu.

Réznica pomigdzy dwoma pomiarami, pomnozona przez znany wspotezynnik, daje zawarto$¢ skrobi w prébee.

Odczynniki i roztwory

Kwas chlorowodorowy, roztwor 25 % (w/w), gestosé: 1,126 g/ml.

Dz.U. L 125 z 23.5.1996, s. 35.
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3.5.

4.1.

4.2.

5.1.

5.2.

5.3.

6.1.

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

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

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

Roztwér Carreza II: rozpusci¢ w wodzie 10,6 g heksacyjanozelazianu(ll) potasu K, (Fe(CN)s 3H,0. Uzupenic do
objetosci 100 ml wodg.

Etanol, roztwér 40 % (v[v), gesto$é: 0,948 g/ml w temperaturze 20 °C.

Aparatura i sprzet

Kolba Erlenmeyera o pojemnosci 250 ml ze szlifem szklanym i chodnicg zwrotna.

Polarymetr lub sacharymetr.

Sposéb postepowania
Przygotowanie probki

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

Oznaczanie catkowitej skrecalnosci optycznej (P lub S) (zob. objasnienia 7.1)

Odwazy¢, z dokladnoscig 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 probki
i doda¢ nastepna porcje 25 ml kwasu chlorowodorowego (3.2). Kolbe zanurzy¢ we wrzacej fazni wodnej. Aby
zapobiec aglomeracji, przez pierwsze 3 minuty nieprzerwanie i energicznie wstrzasa¢ kolba. llos¢ wody w fazni
wodnej musi by¢ wystarczajaca, aby pozostata 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 azni wodnej,
doda¢ 30 ml zimnej wody i natychmiast schtodzi¢ do temperatury 20 °C.

Dodaé 5 ml roztworu Carreza I (3.3) i wstrzasa¢ przez ok. 30 sekund. Nastepnie doda¢ 5 ml roztworu Carreza II
(3.4) i ponownie wstrzasaé przez ok. 30 sekund. Uzupeli¢ do pelnej objetosci kolby woda, zmieszaé
i przefiltrowaé. W przypadku gdy filtrat nie jest idealnie klarowny (co zdarza si¢ rzadko), powtérzy¢ oznaczanie
z uzyciem wigkszej ilosci roztworéw Carreza 11 II, np. 10 ml.

Zmierzy¢ skrecalno$é optyczng roztworu w 200 mm rurce przy zastosowaniu polarymetru lub sacharymetru.

Oznaczanie skrgcalnosci optycznej (P lub S’) produktow rozpuszczonych w 40 % etanolu

Odwazy¢, z dokladnoscia do 1 mg, 5 g probki, 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,
szeSciokrotnie energicznie wstrzasajac w tym czasie kolba tak, aby probka zostala dobrze zmieszana z etanolem.
Uzupelni¢ do pelnej objetosci kolby etanolem (3.5), zmieszaé i przefiltrowac.

Pobraé pipeta 50 ml filtratu, co jest réwne 2,5 g prébki, do kolby Erlenmeyera o pojemnosci 250 ml, dodaé
2,1 ml kwasu chlorowodorowego (3.1) i energicznie wstrzasnagc. Przymocowa¢ chlodnicg zwrotng do kolby
Erlenmeyera i kolbg t¢ zanurzy¢ we wrzacej tazni wodnej. Po dokladnie 15 minutach wyjaé kolbe Erlenmeyera
z lazni, przenie$¢ zawarto$¢ do kolby miarowej o pojemnosci 100 ml, sptukujac kolbe Erlenmeyera niewielka
iloScig zimnej wody, i schlodzi¢ do temperatury 20 °C.

Sklarowaé z uzyciem roztworéw Carreza I (3.3) i Carreza Il (3.4), uzupehic do pelnej objetosci kolby woda,
zmieszal, przefiltrowaé i zmierzy¢ skrecalno$¢ optyczna, w sposéb okreSlony w drugim i trzecim akapicie
pkt 5.2.

Obliczanie wynikéw

Zawarto§¢ skrobi (w %) oblicza sie wedlug nastepujacych wzoréw:

Pomiary z uzyciem polarymetru

2 000(P-P)
]y

Zawarto$¢ skrobi (%) =

P = catkowita skrecalno§¢ optyczna w stopniach katowych



26.2.2009 Dziennik Urzedowy Unii Europejskiej L 54/49

P = skrecalno$¢ optyczna w stopniach katowych substancji rozpuszczonych w 40 % (V/[V) etanolu

[a] )" = okreslona skrecalnos¢ optyczna czystej skrobi. Umowne wartosci liczbowe przyjete dla tego
wspolczynnika 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

6.2. Pomiary z uzyciem sacharymetru

2000 (2Nx0,665 S-§) 266 Nx (S-¢
Zawartos¢ skrobi (%) = ——g x (2N x ) x( ) XZOE )
[a] 100 [a]p

D

S = catkowita skrecalno§¢ optyczna w stopniach sacharymetru

S’ = skrecalno$¢ optyczna w stopniach sacharymetru 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

P
P
[a] 2" = okreslona skrecalnos¢ optyczna czystej skrobi (zob. pkt 6.1)

catkowita skrecalno$¢ optyczna w stopniach katowych

skrecalno$¢ optyczna w stopniach katowych substancji rozpuszczonych w 40 % (V/[V) etanolu

6.3. Powtarzalnos¢

Réznica pomigdzy wynikami dwoch réwnoleglych oznaczenn wykonanych dla tej samej prébki nie moze
przekraczaé 0,4 w wartosci bezwzglednej dla zawartosci skrobi nizszej niz 40 % i 1 % wzgledem zawartosci
skrobi réwnej lub wyzszej niz 40 %.

7. Objasnienia

7.1. Jezeli probka zawiera wiecej niz 6 % weglanéw, w przeliczeniu na weglan wapnia, nalezy rozlozy¢ je przy uzyciu
odpowiedniej ilosci rozcieficzonego kwasu siarkowego przed okresleniem catkowitej skrecalnosci optycznej.

7.2 W przypadku produktow o wysokiej zawartoci laktozy, takich jak serwatka w proszku lub mleko odtluszczone
w proszku, postgpowaé w nastepujacy sposob: po dodaniu 80 ml etanolu (3.5) przymocowa¢ chtodnice zwrotng
do kolby i kolbe t¢ zanurzy¢ w tazni wodnej o temperaturze 50 °C na 30 minut. Pozostawi¢ do schlodzenia
i kontynuowac analiz¢ w sposéb okreslony w pkt 5.3.

7.3. Nastgpujgce materialy paszowe — w przypadku obecnoSci w znacznych ilosciach w paszy — powoduja
interferencje podczas okre$lania zawartosci skrobi metodg polarymetryczng i moga wplywa¢ na otrzymywanie
nieprawidlowych wynikéw:

—  produkty z burakéw cukrowych, takie jak wystodki buraczane, melasa buraczana, wystodki buraczane
melasowane, wywar buraczany melasowany,

—  miazga (pulpa, wystodki) cytrusowa,
—  siemi¢ Iniane, ekspelery z siemienia Inianego, siemi¢ Iniane ekstrahowane,
— nasiona rzepaku, ekspelery z nasion rzepaku, ekstrahowane nasiona rzepaku, tuski nasion rzepaku,

—  nasiona stonecznika, ekstrahowane nasiona stonecznika, nasiona stonecznika czesciowo tuskane,
ekstrahowane,

—  ekspelery kopry, kopra ekstrahowana,
—  miazga (pulpa) ziemniaczana,

—  drozdze odwodnione,
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—  produkty bogate w inuling, a w szczeg6lnosci chipsy i maczka z karczochéw jerozolimskich,

—  skwarki.

M. 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 i roztwory

20 % roztwor azotanu amonu (wW/v).

Aparatura i sprzet

Plyta grzewcza.
Elektryczny piec muflowy z termostatem.

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

Sposéb postepowania

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

Wstawic tygiel do skalibrowanego pieca muflowego o temperaturze ustawionej na 550 °C. Utrzymywac w tej
temperaturze az do uzyskania popiolu o barwie bialej, jasnoszarej lub jasnoczerwonej, $wiadczacej
o niewystgpowaniu czasteczek weglowych. Umiesci¢ tygiel w eksykatorze, pozostawi¢ do schlodzenia
i niezwlocznie zwazy¢.

Wstawic tygiel do skalibrowanego pieca muflowego o temperaturze ustawionej na 550 °C. Spopiela¢ przez 3
godziny. Umiescic tygiel w eksykatorze, pozostawi¢ do schtodzenia i niezwlocznie zwazy¢. Ponownie spopielaé
przez 30 minut w celu zapewnienia stalej masy popiotu (ubytek masy mi¢dzy dwoma kolejnymi wazeniami
musi by¢ réwny lub mniejszy niz 1 mg).

Obliczanie wynikéw

Obliczy¢ mase pozostalosci, odejmujac targ.

Wynik wyrazi¢ jako udzial procentowy w probce.

Objasnienia

Substancje, ktdre trudno sig spopielajg, nalezy wstepnie spopiela¢ co najmniej przez 3 godziny, schlodzié,
a nastepnie doda¢ do nich — ostroznie, w taki sposdb, aby nie spowodowacé strat popiotu i tworzenia si¢ zbrylen
— kilka kropli 20 % roztworu azotanu amonu. Po wysuszeniu kontynuowaé zweglanie w piecu. Powtarzaé
czynno$¢ w razie potrzeby az do catkowitego spopielenia.

W przypadku gdy badane produkty trudno poddajg si¢ postepowaniu okreslonemu w pkt 7.1, postepuje sie
w nastepujacy sposob: po spopielaniu przez 3 godziny popi6t umiesci¢ w cieplej wodzie i przefiltrowaé przez
maly, bezpopiotowy filtr. Spopieli¢ filtr z zawarto$cia w tyglu. Filtrat umiesci¢ w schlodzonym tyglu, odparowad
do sucha, spopieli¢ i zwazy¢.
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7.3. W przypadku olejéw i thuszczéw nalezy dokladnie odwazy¢ probke o masie 25 g i umiesci¢ ja w tyglu
o odpowiedniej wielkoci. Zwegli¢, przenoszac plomien na substancje skrawkiem bezpopiotowej bibuly
filtracyjnej. Po spaleniu pozostatos¢ zwilzy¢ jak najmniejsza iloscig wody. Wysuszy¢ i spopiclaé w sposdb
okreslony w pkt 5.

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

Metoda stuzy do oznaczania zawartosci substancji mineralnych nierozpuszczalnych w kwasie chlorowodoro-
wym w paszach. W zaleznosci od rodzaju prébki stosuje si¢ dwie metody.

1.1. Metoda A: majaca zastosowanie do materialow paszowych i do wigkszosci mieszanek paszowych;

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

2. Spos6b przeprowadzenia metody

2.1. Metoda A: prébka jest spopielana, popiét gotowany w kwasie chlorowodorowym, a nierozpuszczalna
pozostato$¢ jest filtrowana i wazona.

2.2. Metoda B: probka jest traktowana kwasem chlorowodorowym. Roztwér si¢ filtruje, pozostalos¢ spopiela
i z otrzymanym popiolem postepuje si¢ w sposéb opisany w metodzie A.

3. Odczynniki i roztwory

3.1. Kwas chlorowodorowy, 3 mol/l.

3.2 20 % roztwér kwasu trichlorooctowego (w)v).

3.3. 1 % roztwoér kwasu trichlorooctowego (w/v).

4. Aparatura i sprzet

4.1. Plyta grzewcza.

4.2. Elektryczny piec muflowy z termostatem.

4.3. Kwarcowe, porcelanowe lub platynowe tygle do spalaf, prostokatne (ok. 60 x 40 x 25 mm) lub okragle

($rednica: 6075 mm, wysoko§¢: 20-40 mm).

5. Sposéb postepowania
5.1. Metoda A

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

Popidt przenie$¢ do zlewki o pojemnosci od 250 do 400 ml z uzyciem 75 ml kwasu chlorowodorowego (3.1).
Powoli doprowadzi¢ do wrzenia i gotowac ostroznie przez 15 minut. Przefiltrowaé goracy roztwor przez bibule
bez popiotu i przemywacé pozostatos¢ goraca wodg, az reakcja z kwasem przestanie by¢ widoczna. Filtr z osadem
wysuszy¢ i spopieli¢ w uprzednio wytarowanym tyglu w temperaturze nie nizszej niz 550 °C i nie wyzszej niz
700 °C. Ostudzi¢ w eksykatorze i zwazyc.

5.2. Metoda B

Odwazy¢, z doktadnoscig do 1 mg, 5 g prébki i umiesci¢ w zlewce o pojemnosci od 250 do 400 ml. Dodaé
kolejno 25 ml wody i 25 ml kwasu chlorowodorowego (3.1), wymiesza¢ i odczekaé, az roztwér przestanie sie
burzy¢. Doda¢ kolejne 50 ml kwasu chlorowodorowego (3.1). Odczekaé do ulotnienia si¢ gazu, nastgpnie
umiesci¢ zlewke we wrzacej tazni wodnej i trzymaé ja tam przez co najmniej 30 minut, w celu calkowitej
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3.3.

hydrolizy skrobi. Goracy roztwér przefiltrowaé przez bibule bez popiotu i przemy¢ 50 ml goracej wody (zob.
objasnienia pkt 7). Filtr z osadem umiesci¢ w tyglu do spalan, wysuszy¢ i spopiela¢ w temperaturze nie nizszej
niz 550 °C i nie wyzszej niz 700 °C. Popiét umiesci¢ w zlewce o pojemnosci od 250 do 400 ml z uzyciem
75 ml kwasu chlorowodorowego (3.1). Postgpowaé w sposob okreslony w drugim akapicie pkt 5.1.

Obliczanie wynikéw

Masg pozostatoéci obliczy¢, odejmujac tare. Wynik wyrazi¢ jako udziat procentowy w probee.

Objasnienia
Jezeli filtracja ma trudny przebieg, zaleca si¢ powtdrne przeprowadzenie analizy, zastepujac 50 ml kwasu

chlorowodorowego (3.1) 50 ml 20 % kwasu trichlorooctowego (3.2) i przemywajac filtr cieptym 1 % roztworem
kwasu trichlorooctowego (3.3).

0. OZNACZANIE WEGLANOW
Cel i zakres stosowania metody

Metoda stuzy do oznaczania zawartosci weglanéw, umownie wyrazanych jako weglan wapnia, w wigkszosci
pasz.

Jednakze w niektérych przypadkach (np. weglan zelaza) nalezy stosowal szczegdlng metode.

Sposob przeprowadzenia metody
Weglany rozklada si¢ kwasem chlorowodorowym. Powstaly dwutlenek wegla zbiera si¢ do probéwki miarowej,

a jego objeto$¢ jest poréwnywana z objetoScia uwolniong ze znanej ilosci weglanu wapnia w tych samych
warunkach.

Odczynniki i roztwory

Kwas chlorowodorowy, gestos¢ 1,10 g/ml.
Weglan wapnia.

Kwas siarkowy o stezeniu ok. 0,05 mol[l, zabarwiony czerwienig metylowa.

Aparatura i sprzet

Zestaw Scheiblera-Dietriecha (zob. rysunek) lub podobny.

Sposéb postepowania

W zaleznosci od zawartosci weglanéw w prébcee, zwazy¢ probke o masie:

— 0,5 g wprzypadku produktéw zawierajacych od 50 do 100 % weglanéw, wyrazanych jako weglan wapnia,
— 1 g w przypadku produktéw zawierajacych od 40 do 50 % weglan6w, wyrazanych jako weglan wapnia,
— 2 do 3 g w przypadku innych produktéw.

Probke umiesci¢ w specjalnej kolbie aparatu (4) wyposazonej w malg probéwke wykonana z niettukacego si¢
szkla zawierajacg 10 ml kwasu chlorowodorowego (pkt 3.1) i podtaczy¢ kolbe do aparatury. Kran tréjdrozny (5)
ustawi¢ tak, aby rurka (1) byla podlaczona z wyjsciem. Uzywajac ruchomej rurki (2) wypelnionej barwnym
kwasem siarkowym (pkt 3.3) i polaczonej z wykalibrowang rurkg (1), doprowadzi¢ poziom cieczy do znaku
zero, ktéry wyznaczony jest na podziatce. Przekreci¢ kran (5) tak, aby polaczy¢ rurki (1) i (3), i sprawdzié, czy
poziom cieczy doprowadzony zostal do znaku 0.
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Przechylajac kolbe (4), powoli wlewaé kwas chlorowodorowy (3.1) do probki. Wyréwna¢ ci$nienie, obnizajac
rurke (2). Potrzasac kolbg (4), dop6ki nie ustanie wydzielanie dwutlenku wegla.

Przywroci¢ ci$nienie, doprowadzajac ciecz w rurkach (1) i (2) do tego samego poziomu. Po kilku minutach, kiedy
ustali sie objeto§¢ gazu, wykonaé odczyt.

Przeprowadzi¢ test kontrolny w tych samych warunkach z 0,5 g weglanu wapnia (3.2).

Obliczanie wynikéw

Wyrazong jako weglan wapnia zawarto$¢ weglanéw oblicza si¢ wedlug nastepujacego wzoru:

V%100
"V; x 2m

gdzie:

X = zawarto$¢ w % (w|w) weglanéw w probce wyrazona jako weglan wapnia

V = ilo§¢ CO, w ml uwolniona z probki
= ilo§¢ CO, w ml uwolniona z 0,5 g CaCO5
m = masa w g probki.

=
|

Objasnienia

Jezeli masa probki jest wigksza niz 2 g, do kolby (4) wla¢ najpierw 15 ml wody destylowanej i zmieszaé przed
rozpoczeciem badania. Do testu kontrolnego zastosowa¢ taka samag objeto$¢ wody.

Jezeli objeto$¢ zastosowanej aparatury rozni si¢ od objetosci aparatu Scheiblera-Dietricha, nalezy dopasowaé
porcje badanej prébki i substancji kontrolnej i odpowiednio obliczy¢ wyniki.
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3.2

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.6.1.

3.6.2.

3.7.

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

5.1.

P. OZNACZANIE CALKOWITE] ZAWARTOSCI FOSFORU
METODA FOTOMETRYCZNA
Cel i zakres stosowania metody

Metoda stuzy do oznaczania catkowitej zawartosci fosforu w paszach. Metodg nalezy stosowaé do analizy pasz
o niskiej zawartosci fosforu. W niektérych przypadkach (produkty bogate w fosfor) dopuszcza si¢ stosowanie
metody wagowej.

Spos6b przeprowadzenia metody

Probka jest mineralizowana poprzez suche spalanie (w przypadku pasz organicznych) lub przez rozpuszczenie
kwasem (w przypadku zwigzkéw mineralnych i pasz cieklych), a nastgpnie wprowadzona do kwasnego
roztworu. Roztwor jest traktowany odczynnikiem molibdenowanadowym. Gesto$¢ optyczna utworzonego
z6ltego roztworu jest mierzona w spektrofotometrze przy 430 nm.

Odczynniki i roztwory

Weglan wapnia.

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

Kwas azotowy, pyo od 1,38 do 1,42 g/ml.

Kwas siarkowy, pyo 1,84 g/ml.

Odczynnik molibdenowanadowy: zmiesza¢ 200 ml roztworu heptamolibdenianu amonu (3.6.1), 200 ml
roztworu wanadanu amonu (3.6.2) i 134 ml kwasu azotowego (3.4) w kolbie miarowej o pojemnosci 1 1.
Uzupelni¢ do pelnej objetosci kolby woda.

Roztwér heptamolibdenianu (VI) amonu: rozpuscié¢ w goracej wodzie 100 g heptamolibdenianu (VI) amonu
(NH,) 6M0;0,4-4H,0. Doda¢ 10 ml amoniaku (o gestosci 0,91 g/ml) i uzupelni¢ do objetosci 1 1 woda.

Roztwér wanadanu (V) amonu: 2,35 g wanadanu (V) amonu NH,VO; rozpusci¢ w 400 ml goracej wody. Stale
mieszajac, dodawaé powoli 20 ml rozcieficzonego kwasu azotowego (7 ml HNOj; (3.4) + 13 ml H,0) i uzupelni¢
do objgtosci 1 1 woda.

Roztwér wzorcowy fosforu o stezeniu 1 mg/ml: rozpusci¢ 4,387 g dwuwodorofosforanu potasu KH,PO,
w wodzie. Uzupehi¢ do objetosci 1 1 woda.

Aparatura i sprzet

Kwarcowe, porcelanowe lub platynowe tygle do spopielania.

Elektryczny piec muflowy z termostatem nastawionym na temperature 550 °C.

Kolba Kjeldahla o pojemnosci 250 ml.

Kolby i pipety miarowe.

Spektrofotometr.

Probéwki o $rednicy 16 mm i pojemnosci od 25 do 30 ml z korkami stopniowanymi do $rednicy 14,5 mm.
Spos6b postepowania

Przygotowanie roztworu

W zaleznosci od rodzaju probki przygotowal roztwér w sposéb okreslony w pkt 5.1.1 lub 5.1.2.
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Zwykly sposéb postepowania

Odwazy¢, z dokladnoscia do 1 mg, co najmniej 1 g probki. Umiesci¢ probke w kolbie Kjeldahla, doda¢ 20 ml
kwasu siarkowego (3.5), wstrzasna¢ do catkowitego nasycenia kwasem i nie dopusci¢ do przyklejania czastek do
Scianek kolby, podgrza¢ i utrzymywa¢ w stanie wrzenia przez 10 minut. Nieznacznie schlodzi¢, doda¢ 2 ml
kwasu azotowego (3.4), ostroznie podgrzaé, ponownie nieznacznie schlodzi¢ i doda nieco wigcej kwasu
azotowego (3.4), a nastgpnie ponownie doprowadzi¢ do wrzenia. Powtarza t¢ czynno$¢ az do uzyskania
bezbarwnego roztworu. Schtodzié, doda¢ troche wody, zdekantowaé ciecz do kolby miarowej o pojemnosci
500 ml, splukaé kolbe Kjeldahla goraca woda. Schlodzi¢, uzupelni¢ do pelnej objetosci kolby woda,
homogenizowac i przefiltrowac.

Probki zawierajace substancje organiczne, wolne od dwuwodorofosforanu mag-
nezu i wapnia

Odwazy¢, z dokladnoscia do 1 mg, okoto 2,5 g prébki i umiesci¢ w tyglu do spopielania. Zmiesza¢ doktadnie
prébke z 1 g weglanu wapnia (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$¢ popi6t do zlewki o pojemnosci
250 ml. Doda¢ 20 ml wody i kwasu chlorowodorowego (3.2) az do zaprzestania pienienia sie. Nastepnie dodaé
kolejne 10 ml kwasu chlorowodorowego (3.2). Umieci¢ zlewke na fazni piaskowej i odparowaé do sucha do
powstania nierozpuszczalnej krzemionki. Pozostalo$¢ rozpusci¢ w 10 ml kwasu azotowego (3.3) i gotowa¢ na
tazni piaskowej lub plycie przez 5 minut, nie doprowadzajac do zupelnego odparowania cieczy. Przenies$¢ ciecz
do kolby miarowej o pojemnosci 500 ml, splukujac kilkakrotnie zlewke goraca woda. Pozostawi¢ do
schtodzenia, uzupehic do pelnej objetosci kolby woda, homogenizowal i przefiltrowa.

Wywolanie zabarwienia i gestosci optycznej

Rozcieficzy¢ podzielng czg$¢ filtratu otrzymanego w sposob okreslony w pkt 5.1.1 lub 5.1.2 do uzyskania
stezenia fosforu nie wickszego niz 40 pg/ml. Umiesci¢ 10 ml tego roztworu w probdwee (4.6) i doda¢ 10 ml
odczynnika molibdenowanadowego (3.6). Homogenizowal i pozostawi¢ co najmniej na 10 minut

w temperaturze 20 °C. Zmierzy¢ gesto$¢ optyczng w spektrofotometrze przy 430 nm w stosunku do roztworu
otrzymanego przez dodanie 10 ml odczynnika molibdenowanadowego (3.6) do 10 ml wody.

Krzywa kalibracyjna

Z roztworu wzorcowego fosforu (3.7) przygotowac 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 (3.6). Homogenizowa¢ i pozostawi¢ co najmniej na 10 minut w temperaturze 20 °C.
Zmierzy¢ gesto$¢ optyczng w sposéb okreslony w pkt 5.2. Wykresli¢ krzywa kalibracyjng, odkladajac wartosci
gestosci optycznej w stosunku do odpowiadajacych jej ilosci fosforu. W zakresie stezeri od 0 do 40 ug/ml krzywa
jest liniowa.

Obliczanie wynikéw

Okresli¢ zawarto$¢ fosforu w badanej prébee z zastosowaniem krzywej kalibracyjne;.
Wynik wyrazi¢ jako udzial procentowy w probce.

Powtarzalnos¢

Réznica pomigdzy wynikami dwoch réwnoleglych oznaczen wykonanych dla tej samej prébki nie moze
przekraczaé:

— 3% wzgledem wyzszego wyniku dla zawartosci fosforu nizszej niz 5 %,

— 0,15 % wartosci bezwzglednej, dla zawartosci fosforu rownej lub wyzszej niz 5 %.

Q. OZNACZANIE CHLORU Z CHLORKOW
Cel i zakres stosowania metody

Metoda stuzy do oznaczania zawartosci chloru w chlorkach rozpuszczalnych w wodzie, umownie wyrazanego
jako chlorku sodu w paszach. Metode te stosuje si¢ do wszystkich pasz.

Sposéb przeprowadzenia metody

Chlorki sa rozpuszczane w wodzie. Jezeli badany produkt zawiera substancje organiczne, roztwor jest klarowany.
Po nieznacznym zakwaszeniu kwasem azotowym chlorki strgca si¢ w postaci chlorku srebra przy uzyciu
roztworu azotanu srebra. Nadmiar azotanu srebra jest miareczkowany roztworem tiocyjanianu amonu wedtug
metody Volharda.
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3.2

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

5.1.

5.1.1.

5.2.

Odczynniki i roztwory

Roztwér tiocyjanianu amonu 0,1 mol/l.

Roztwér azotanu srebra 0,1 mol/l.

Nasycony roztwoér siarczanu (VI) amonu i Zelaza (NHy)Fe(SOy),.
Kwas azotowy, gesto$é: 1,38 g/ml.

Eter dwuetylowy.

Aceton.

Roztwoér Carreza I: rozpusci¢ w wodzie 21,9 ¢ octanu cynku, Zn (CH;CO0),-2H,0 i 3 g lodowatego kwasu
octowego. Uzupelni¢ do objetosci 100 ml woda.

Roztwér Carreza II: rozpusci¢ w wodzie 10,6 g heksacyjanozelazianu (1) potasu K4Fe(CN)4-3H,0. Uzupehi¢ do
objetosci 100 ml woda.

Wegiel aktywny, wolny od chlorkéw i nieabsorbujacy chlorkéw.

Aparatura i sprzet

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

Spos6b postepowania
Przygotowanie roztworu

Zaleznie od rodzaju prébki, przygotowaé roztwér w sposéb okreslony w pkt 5.1.1, 5.1.2 lub 5.1.3.
W tym samym czasie przeprowadzi¢ Slepg prébe, pomijajac analizowana prébke.

Probki niezawierajace substancji organicznej

Odwazy¢, z dokladnoscia do 1 mg, nie wigcej niz 10 g prébki zawierajacej nie wiecej niz 3 g chloru w postaci
chlorkéw. Odwazke umiesci¢ z 400 ml wody o temperaturze okoto 20 °C w kolbie miarowej o pojemnosci
500 ml. Miesza¢ przez 30 minut w mikserze, uzupeli¢ do pelnej objetosci kolby, homogenizowaé
i przefiltrowac.

Probki zawierajgce substancje organiczne, z wylgczeniem produktéw opisanych
w pkt 5.1.3

Odwazy¢, z dokladnoscig 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 (3.7), mieszaé
przez 30 sekund i doda¢ 5 ml roztworu Carreza II (3.8). Miesza¢ przez 30 minut w mikserze, uzupelni¢ do
pelnej objetosci kolby, homogenizowac i przefiltrowac.

Pasze po obrdbce cieplnej, makuchy Iniane, maczka Iniana, produkty bogate
w maczke Iniang i inne produkty bogate w §luz lub substancje koloidalne (np.
dekstryna skrobi)

Przygotowal roztwor w sposob okreslony w pkt 5.1.2, ale nie filtrowaé. Zdekantowaé (w razie potrzeby
odwirowac), pobra¢ 100 ml plynnego supernatantu i przenie$¢ go do kolby miarowej o pojemnosci 200 ml.
Zmiesza¢ z acetonem (3.6) i uzupei¢ do pelnej objetosci kolby tym samym rozpuszczalnikiem,
homogenizowac i przefiltrowac.

Miareczkowanie

W zaleznosci od przewidywanej zawartosci chlorku przenies¢ pipeta do kolby Erlenmeyera od 25 do 100 ml
filtratu, otrzymanego w spos6b okreslony w pkt 5.1.1, 5.1.2 lub 5.1.3. Podzielna cz¢$¢ nie moze zawieral wiecej
niz 150 mg chloru (Cl). Rozciericzy¢ w razie potrzeby woda do objetosci nie mniejszej niz 50 ml, dodaé 5 ml
kwasu azotowego (3.4), 20 ml nasyconego roztworu siarczanu amonu i zelaza (3.3) i 2 krople roztworu
tiocyjanianu amonu (3.1) przeniesionego z zastosowaniem biurety wypekionej do znaku 0. Stosujac biuretg,
przenie$¢ roztwér azotanu srebra (3.2), tak aby nadmiar wyniést 5 ml. Doda¢ 5 ml eteru dwuetylowego (3.5)
i mocno wstrzasa¢ do skoagulowania si¢ osadu. Nadmiar azotanu srebra miareczkowac roztworem tiocyjanianu
amonu (3.1), az do uzyskania czerwonobrazowego odcienia utrzymujacego si¢ przez minute.
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Obliczanie wynikéw

Tlos¢ chlorku (X), wyrazonego jako udzial procentowy chlorku sodu, oblicza si¢ wedlug nastgpujacego wzoru:

B 5,845 X (V] _Vz)
N m

X

gdzie:

V; = objetos¢ w ml dodanego roztworu azotanu srebra o stezeniu 0,1 mol/l

V, = objetos¢ w ml uzytego do miareczkowania roztworu tiocyjanku amonu o stezeniu 0,1 mol/l

m = masa probki

Jezeli Slepa proba wykaze, Ze roztwér azotanu srebra o stezeniu 0,1 mol/l zostal zuzyty, odjac jego objetos¢ od
objetosci (V; = V).

Objasnienia

Mozna takze zastosowaé miareczkowanie potencjometryczne.

W przypadku produktéw bogatych w oleje i tluszcze najpierw odtlusci¢ je eterem dwuetylowym lub eterem
naftowym.

W przypadku maczki rybnej miareczkowanie mozna prowadzi¢ metoda Mohra.



26.2.2009

Dziennik Urzedowy Unii Europejskiej

L 54/59

ZALACZNIK IV

METODY ANALIZY DO CELOW KONTROLI POZIOMU DOPUSZCZONYCH DODATKOW W PASZACH

3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.6.1.

3.7.

3.8.

3.9.

3.11.1.

3.12.1.

A.  OZNACZANIE WITAMINY A
Cel i zakres stosowania metody
Metoda stuzy do oznaczania zawarto$ci witaminy A (retinolu) w paszach i premiksach. Metoda pozwala na
oznaczenie witaminy A obejmujacej wszystkie formy alkoholowe trans-retinolu i wszystkie jej izomery cis.
Zawarto§¢ witaminy A jest wyrazana w jednostkach migdzynarodowych (IU) na kg. Jedna IU odpowiada

aktywnosci 0,300 pg wszystkich 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 oznaczalno$ci metody wynosi 2 000 IU witaminy A/kg.

Sposéb przeprowadzenia metody

Probka jest hydrolizowana w etanolowym roztworze wodorotlenku potasu, a witamina A ekstrahowana eterem
naftowym. Rozpuszczalnik jest usuwany przez odparowanie, a pozostalo$¢ rozpuszczana w metanolu i, w razie
koniecznosci, rozcieficzana do wymaganego stezenia. Zawarto$¢ witaminy A jest oznaczana metoda
wysokosprawnej chromatografii cieczowej z fazg odwrécong (RP-HPLC) z wykorzystaniem detektora UV lub

detektora fluorescencyjnego. Parametry chromatograficzne zostaly tak dobrane, Ze nie zachodzi rozdziat
pomigdzy wszystkimi formami alkoholowymi trans-witaminy A i jej cis izomerami.

Odczynniki i roztwory

Etanol, 6 = 96 %

Eter naftowy, zakres wrzenia od 40 do 60 °C

Metanol

Roztwér wodorotlenku potasu, ¢ = 50 g/100 ml

Roztwér askorbinianu sodu, ¢ = 10 g/100 ml (zob. obja$nienia pkt 7.7)

Siarczek sodu, Na,S- x H,O0 (x =7 - 9)

Roztwor siarczku sodu, ¢ = 0,5 mol/l w glicerolu, 8 = 120 g/l (dla x = 9) (zob. objasnienia pkt 7.8)
Roztwér fenoloftaleiny, ¢ = 2 g/100 ml w etanolu (pkt 3.1)

2-propanol

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

Azot wolny od tlenu

Wszystkie formy octanowe trans-witaminy A, o specjalnej czystosci i certyfikowanej aktywnosci, np.
2,80 x 10° IU/g

Roztwér podstawowy wszystkich form octanowych trans-witaminy A: odwazy¢, z dokladnoscia do 0,1 mg,
50 mg octanu witaminy A (3.11) do kolby miarowej o pojemnosci 100 ml. Rozpusci¢ w 2-propanolu (3.8)
i uzupehi¢ tym samym rozpuszczalnikiem do pelnej objetosci kolby. Nominalne stezenie tego roztworu wynosi
1 400 IU witaminy A w 1 ml. Dokladng zawarto$¢ oznaczy¢ w sposéb okreslony w pkt 5.6.3.1.

Wszystkie formy palmitynianowe-trans-witaminy A, o specjalnej czystoéci i certyfikowanej aktywnosci, np.
1,80 x 106 IU/g

Roztwér podstawowy wszystkich form palmitynianowych trans-witaminy A: odwazy¢, z dokladnoscig do
0,1 mg, 80 mg palmitynianu witaminy A (3.12) do kolby miarowej o pojemno$ci 100 ml. Rozpuscié w
2-propanolu (3.8) i uzupelni¢ do pelnej objetosci tej kolby tym samym rozpuszczalnikiem. Nominalne stezenie
tego roztworu wynosi 1 400 IU witaminy A w 1 ml. Dokladna zawarto$¢ oznaczy¢ w sposéb okreslony w
pkt 5.6.3.2.
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4.1.

4.2.

4.2.1.

44,

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

5.1.

5.2.

2,6-dwu-tetr-butylo-4-metylofenol (BHT) (zob. objasnienia pkt 7.5)

Aparatura i sprzet

Rotacyjna wyparka prézniowa

Szkto laboratoryjne oranzowe

Kolby plaskodenne lub stozkowe o pojemnosci 500 ml, ze szlifem

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

Kolby gruszkowe o pojemnosci 250 ml, ze szlifem

Chlodnica zwrotna kulkowa o dlugosci plaszcza 300 mm, z polaczeniami szlifowanymi, z nasadka do
podlaczenia gazu

Karbowany filtr bibulowy do rozdzielania faz o $rednicy 185 mm (np. Schleicher & Schuell 597 HY 1/2)
Wyposazenie HPLC z systemem dozowania

Kolumna do chromatografii cieczowej, 250 x 4 mm, Cyg, wypehienie 5 lub 10 pm lub réwnowazne (kryterium
poprawnosci: pojedynczy pik dla wszystkich izomeréw retinolu w warunkach HPLC)

Detektor UV lub fluorescencyjny, z mozliwoscia zmiany dlugosci fali
Spektrofotometr z kwarcowymi kuwetami o dtugosci drogi optycznej 10 mm
Laznia wodna z mieszadlem magnetycznym

Aparat do ckstrakeji (zob. rys. 1) zawierajacy:

Szklany cylinder o pojemnosci 1 1, ze szlifem i korkiem

Nasadke szklang ze szlifem z bocznikiem i ruchoma nastawng rurkg przesuwajaca si¢ przez Srodek nasadki.
Nastawna rurka musi mie¢ zakonczenie w ksztalcie litery U i przeciwlegly otwor skierowany ku gorze, tak aby
gérna warstwa cieczy w cylindrze mogla by¢ przeniesiona do rozdzielacza stozkowego.

Sposéb postepowania

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

Przygotowanie probki

Rozdrobni¢ prébke tak, aby przesiewala si¢ przez oczka sita o $rednicy 1 mm, uwazajac, aby podczas
rozdrabniania nie wydzielalo si¢ cieplo. Rozdrabnianie musi by¢ przeprowadzone tuz przed wazeniem
i zmydlaniem, gdyz w przeciwnym razie moga wystapic straty witaminy A.

Zmydlanie

W zalezno$ci od zawartosci witaminy A zwazy¢, z dokladnoscia do 1 mg, od 2 do 25 g probki do kolby
plaskodennej lub stozkowej o pojemnosci 500 ml (4.2.1). Doda¢ kolejno, mieszajac, 130 ml etanolu (3.1), okolo
100 mg BHT (3.13), 2 ml roztworu askorbinianu sodu (3.5) i 2 ml roztworu siarczku sodu (3.6). Zatozy¢
chlodnice (4.3) na kolbe i umiescic¢ kolbe w tazni wodnej z mieszadlem magnetycznym (4.7). Ogrzaé do wrzenia
i skrapla¢ przez 5 minut. Nastepnie doda¢ 25 ml roztworu wodorotlenku potasu (3.4) przez chlodnice (4.3)
i skrapla¢ przez 25 minut, mieszajac w trakcie powolnego przeptywu azotu. Nastepnie splukaé chtodnicg okoto
20 ml wody i schtodzi¢ zawartos$¢ kolby do temperatury pokojowe;.
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5.3.

5.4.

5.5.

Ekstrakcja

Przenies¢, dekantujac, zmydlony roztwor, ilosciowo sptukujac 250 ml wody, do rozdzielacza o pojemnosci
1 000 ml (4.2.3) lub do aparatu do ekstrakeji (4.8). Sptuka¢ kolbg po zmydlaniu kolejno 25 ml etanolu (3.1)
i 100 ml eteru naftowego (3.2) i przenie$¢ popluczyny do rozdzielacza lub do zestawu do ekstrakeji. Proporcja
wody i etanolu w laczonych roztworach musi wynosi¢ okoto 2:1. Wstrzasaé energicznie przez 2 minuty
i pozostawi¢ w celu wytracenia osadu na 2 minuty.

Ekstrakcja z uzyciem rozdzielacza stozkowego (4.2.3)

Po rozdzieleniu warstw (zob. objasnienia pkt 7.3) przenie$¢ warstwe eteru naftowego do innego rozdzielacza
(4.2.3). Powtorzy¢ ekstrakcje dwukrotnie, uzywajac 100 ml eteru naftowego (3.2) i dwukrotnie uzywajac 50 ml
eteru naftowego (3.2).

Przemy¢ dwukrotnie polaczone ekstrakty w rozdzielaczu stozkowym 100 ml porcjami wody, ostroznie
mieszajac, aby zapobiec powstawaniu zawiesiny, a nastgpnie, wielokrotnie wstrzasajac, powt6rzy¢ przemywanie
kolejnymi 100 ml porcjami wody, az woda pozostanie bezbarwna po dodaniu roztworu fenoloftaleiny (3.7)
(wystarczy zwykle czterokrotne przemycie). W celu usunigcia suspensji wodnej filtrowaé przemyty ekstrakt
przez suchy karbowany filtr do rozdzielania faz (4.4) do kolby miarowej o pojemnosci 500 ml (4.2.2). Sptukaé
rozdzielacz i filtr przy uzyciu 50 ml eteru naftowego (3.2), uzupeni¢ eterem naftowym (3.2) do pelnej objgtosci
kolby i dobrze zmieszac.

Ekstrakcja z uzyciem aparatu do ekstrakcji (4.8)

Gdy warstwy zostana rozdzielone (zob. objasnienia pkt 7.3) zastapi¢ korek szklanego cylindra (4.8.1) nasadka
szklang ze szlifem (4.8.2) i ustawi nizszy koniec rurki w ksztalcie litery U tak, aby znajdowat si¢ tuz ponad
granica rozdziatu faz. Przez aplikacje ci$nienia azotu doplywajacego przez nasadke przenie$¢ gorna warstwe
eteru naftowego do rozdzielacza o pojemnosci 1 000 ml (4.2.3). Do szklanego cylindra doda¢ 100 ml eteru
naftowego (3.2), zamknac¢ i dobrze wstrzasnac. Pozostawi¢ do rozdzielenia si¢ faz i przenies¢ gorng warstwe do
rozdzielacza w sposob opisany powyzej. Powtorzy¢ postepowanie ekstrakcyjne, stosujac kolejng porcje 100 ml
eteru naftowego (3.2), a nastgpnie stosujac dwukrotnie porcje 50 ml eteru naftowego (3.2) i dodaé warstwy eteru
naftowego do rozdzielacza.

Przemy¢ polaczone ekstrakty eteru naftowego w sposdb okreslony w pkt 5.3.1 i dalej postgpowaé w sposéb tam
okreslony.

Przygotowanie roztworu prébki do HPLC

Pobral pipeta podzielng czg$¢ roztworu eteru naftowego (z pkt 5.3.1 lub 5.3.2) do kolby gruszkowej
o pojemnosci 250 ml (4.2.4). Odparowaé rozpuszczalnik prawie do sucha na rotacyjnej wyparce prozniowej
(4.1) przy obnizonym cisnieniu na lazni wodnej w temperaturze nie wyzszej niz 40 °C. Przywrdci¢ ci$nienie
atmosferyczne przez wpuszczenie azotu (3.10) i zdja¢ kolbe z rotacyjnej wyparki prézniowej. Usungé pozostaly
rozpuszczalnik strumieniem azotu (3.10) i szybko rozpusci¢ pozostalos¢ w znanej objetosci metanolu
(10-

100 ml) (3.3) (stezenie witaminy A musi wynosi¢ od 5 IU/ml do 30 IU/ml).

Oznaczanie HPLC

Witamina A jest rozdzielana na kolumnie z faza odwrécong Cig (4.5.1), a stgzenie jest mierzone z uzyciem
detektora UV (325 nm) lub detektora fluorescencyjnego (wzbudzanie: 325 nm; emisja 475 nm) (4.5.2).

Zadozowa¢ podzielng cze$¢ roztworu metanolowego (np. 20 pl), otrzymanego w sposob okreslony w pkt 5.4
i wymywac fazg ruchoma (3.9). Obliczy¢ $rednia wysoko§¢ (powierzchnie) piku kilku kolejnych dozowan tego
samego roztworu probki i $rednie wysokoéci (powierzchnie) pikéw kilku dozowan kalibracyjnych roztworéw
(5.6.2).

Warunki HPLC

Ponizsze parametry podano jako przykladowe; inne parametry mogg by¢ zastosowane, o ile gwarantujg
otrzymanie réwnowaznych wynikéw.

Kolumna do chromato- 250 mm x 4 mm, C;5, wypehienie 5 lub 10 pm lub réwnowazne
grafii cieczowej (4.5.1):

Faza ruchoma (3.9): Mieszanina metanolu (3.3) i wody, np. 980 + 20 (v + v)
Predkos¢ przeplywu: 1-2 ml/min
Detektor (4.5.2): Detektor UV (325 nm) lub detektor fluorescencyjny

(wzbudzenie: 325 nm/emisja: 475 nm)
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5.6.3.1.

5.6.3.2.

5.6.3.3.

Kalibragja
Przygotowanie roboczych roztworéw wzorcowych

Pobra¢ pipeta 20 ml podstawowego roztworu octanowej witaminy A (3.11.1) lub 20 ml podstawowego
roztworu palmitynianowej witaminy A (3.12.1) do kolby plaskodennej lub stozkowej o pojemnosci 500 ml
(4.2.1) i hydrolizowa¢ w sposob okreslony w pkt 5.2, lecz bez dodawania BHT. Nastepnie ekstrahowa¢ eterem
naftowym (3.2) w sposob okreslony w pkt 5.3 i uzupelni¢ do objetosci 500 ml eterem naftowym (3.2).
Odparowaé prawie do sucha 100 ml tego ekstraktu na rotacyjnej wyparce prozniowej (zob. pkt 5.4), usunaé
pozostaly rozpuszczalnik strumieniem azotu (3.10) i ponownie rozpusci¢ pozostalo$¢ w 10,0 ml metanolu
(3.3). Nominalne stgzenie tego roztworu wynosi 560 IU witaminy A na 1 ml. Oznaczy¢ dokladng zawartosé
ekstraktu w sposdb okreslony w pkt 5.6.3.3. Roboczy roztwér wzorcowy przygotowal bezposrednio przed
uzyciem.

Przenie$¢ pipetg 2,0 ml tego roboczego roztworu wzorcowego do kolby miarowej o pojemnosci 20 ml,
uzupelni¢ metanolem (3.3) do pelnej objetosci kolby i zmieszal. Nominalne stezenie tego rozcieficzonego
roboczego roztworu wzorcowego wynosi 56 U witaminy A na 1 ml.

Przygotowanie kalibracyjnych roztwordéw i krzywej kalibracyjnej

Przenies¢ 1,0, 2,0, 5,0 i 10,0 ml rozcieficzonego roboczego roztworu wzorcowego do partii kolb miarowych
o pojemnosci 20 ml, uzupehi¢ do pelnej objetosci kolb metanolem (3.3) i zmieszaé. Nominalne stezenia tych
roztworéw wynoszg 2,8, 5,6, 14,0 i 28,0 IU witaminy A na 1 ml.

Zadozowac kilka razy 20 ul kazdego z roztworéw kalibracyjnych i okredli¢ Srednie wysokosci (powierzchnie)
piku. Wykorzystujac Srednie wysokosci (powierzchnie) piku, wykresli¢ krzywa kalibracyjng, uwzgledniajac
wyniki kontroli UV (5.6.3.3).

Standaryzacja UV wzorcowych roztwordéw
Roztwdr podstawowy octanowej witaminy A

Pobra¢ pipeta 2,0 ml roztworu podstawowego octanowej witaminy A (3.11.1) do kolby miarowej o pojemnosci
50 ml (4.2.2) i uzupelni¢ do pelnej objetosci kolby 2-propanolem (3.8). Nominalne stgZenie tego roztworu
wynosi 56 IU witaminy A na 1 ml. Pobra¢ pipeta 3,0 ml tego rozcieficzonego roztworu octanowej witaminy
A do kolby miarowej o pojemnosci 25 ml i uzupehic¢ do pelnej objetosci kolby 2-propanolem (3.8). Nominalne
stezenie tego roztworu wynosi 6,72 IU witaminy A na ml. Zmierzy¢ spektrum UV tego roztworu wzgledem
2-propanolu (3.8) w spektrofotometrze (4.6) pomigdzy 300 nm a 400 nm. Maksimum wygasnigcia musi
znajdowac si¢ pomigdzy 325 nm a 327 nm.

Obliczenie zawartosci witaminy A:
IU witaminy A/ml = E3,5 x 19,0

(E} % dla octanowej witaminy A = 1 530 przy 326 nm w 2-propanolu)

Roztwdr podstawowy palmitynianowej witaminy A

Pobra¢ pipeta 2,0 ml roztworu podstawowego palmitynianowej witaminy A (3.12.1) do kolby miarowej
o pojemnosci 50 ml (4.2.2) i uzupeni¢ do pelnej objetosci kolby 2-propanolem (3.8). Nominalne stezenie tego
roztworu wynosi 56 IU witaminy A na 1 ml Pobra¢ pipeta 3,0 ml tego rozcieficzonego roztworu
palmitynianowej witaminy A do kolby miarowej o pojemnosci 25 ml i uzupelni¢ do pelnej objetosci kolby
2-propanolem (3.8). Nominalne stezenie tego roztworu wynosi 6,72 IU witaminy A na 1 ml. Zmierzy¢
spektrum UV tego roztworu wzgledem 2-propanolu (3.8) w spektrofotometrze (4.6) pomiedzy 300 nm a 400
nm. Maksimum wygasnigcia musi znajdowac si¢ pomiedzy 325 nm a 327 nm.

Obliczenie zawartosci witaminy A:
IU witaminy A/ml = E;5 x 19,0

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

cm

Roboczy roztwdr wzorcowy witaminy A

Pobra¢ pipeta 3,0 ml nierozcieficzonego roboczego roztworu wzorcowego witaminy A, przygotowanego
w sposob okreslony w pkt 5.6.1, do kolby miarowej o pojemnosci 50 ml (4.2.2) i uzupelni¢ 2-propanolem (3.8)
do pelnej objetosci kolby. Pobraé pipeta 5,0 ml tego roztworu do kolby miarowej o pojemnosci 25 ml
i uzupelni¢ do pelnej objetoéci kolby 2-propanolem (3.8). Nominalne stezenie tego roztworu wynosi 6,72 U
witaminy A na 1 ml. Zmierzy¢ spektrum UV tego roztworu wzgledem 2-propanolu (3.8) w spektrofotometrze
(4.6) pomiedzy 300 nm a 400 nm. Maksimum wygasniecia musi znajdowa¢ si¢ pomiedzy 325 nm a 327 nm.
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7.1.

7.2.

7.3.

7.4.

7.5.

7.6.

7.7.

7.8.

7.9.

Obliczenie zawartosci witaminy A:
IU witaminy A/ml = E;55 x 18,3

(E} % dla alkoholowej formy witaminy A = 1 821 przy 325 nm w 2-propanolu)

1 cm

Obliczanie wynikow

Na podstawie §redniej wysokosci (powierzchni) pikéw witaminy A roztworu prébki okresli¢ stezenie roztworu
prébki w IU/ml, odnoszac si¢ do krzywej kalibracyjnej (5.6.2).

Zawarto$¢ witaminy A w [U[kg probki oblicza si¢ wedlug nastgpujacego wzoru:

W_500><c><V2><1000
B Vi Xxm

[Ulfkg]

gdzie:

o
1

stezenie w [U/ml witaminy A w roztworze probki (5.4)
V; = objetos¢ w ml roztworu prébki (5.4)

Va
m = masa nawazki w g

objeto$¢ w ml pobranej podzielnej czgsci z roztworu probki, o ktérym mowa w pkt 5.4

Objasnienia

W przypadku probek o niskim stezeniu witaminy A jest wskazane polaczenie ekstraktow eteru naftowego
dwoch zmydlanych nawazek (o wadze 25 g kazda) w jeden roztwér probki przeznaczony do oznaczania HPLC.
Prébka pobrana do analizy nie moze zawiera¢ wigcej niz 2 g thuszczu.

Jezeli nie dochodzi do rozdzielenia faz, doda¢ okoto 10 ml etanolu (3.1), aby rozbi¢ emulsjg.

W przypadku oleju z watroby dorsza i innych czystych thuszczéw czas zmydlania nalezy przedtuzy¢ do od 45 do
60 minut.

Zamiast BHT moze by¢ uzyty hydrochinon.

Przy zastosowaniu zwyklej kolumny mozliwe jest oddzielenie izomeréw retinolu. W tym wypadku do obliczen
nalezy jednak zsumowaé wysokosci (powierzchnie) pikéw wszystkich izomeréw trans i cis.

Zamiast roztworu askorbinianu sodu mozna zastosowaé okoto 150 mg kwasu askorbinowego.
Zamiast roztworu siarczku sodu mozna zastosowac okolo 50 mg EDTA.
W przypadku analizy witaminy A w preparatach mlekozastgpczych nalezy zwréci¢ szczegdlna uwage na:

—  zmydlanie (5.2): ze wzgledu na zawarto$¢ tluszczu w prébee konieczne moze by¢ zwigkszenie ilosci
roztworu wodorotlenku potasu (3.4),

—  ekstrakcje (5.3): ze wzgledu na obecno$¢ emulsji konieczne moze by¢ dostosowanie proporcji wody
i etanolu do 2:1.

Aby sprawdzié, czy zastosowana metoda analizy daje wiarygodne wyniki w odniesieniu do tej konkretnej
matrycy (preparat mlekozastgpczy), na dodatkowej nawazce nalezy przeprowadzi¢ test odzysku. Jezeli stopien
odzysku jest nizszy niz 80 %, wyniki analizy nalezy skorygowa¢ o odzysk.

Powtarzalnos$é

Réznica pomigdzy wynikami dwéch réwnoleglych oznaczen wykonanych dla tej samej probki nie moze
przekraczaé 15 % wzgledem wyzszego wyniku.
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)

Wyniki badain miedzylaboratoryjnych (})

Pasza z premik- Mieszanka
Premiks Sel’l:l)’l paszowla mine- Pasza biatkowa Pasza dla prosiat
ralna
L 13 12 13 12 13
n 48 45 47 46 49
$rednia [IU/kg] 17,02 x 10° 1,21 x 10° 537100 151 800 18 070
s; [IU/kg] 0,51 x 10¢ 0,039 x 10° 22080 12 280 682
r [IU/kg] 1,43 x 10° 0,109 x 10° 61824 34 384 1910
CV; [%] 3,0 3,5 4,1 8,1 3,8
sg [U/kg] 1,36 x 10° 0,069 x 10° 46 300 23 060 3614
R [1U/kg] 3,81 x 10° 0,193 x 10° 129 640 64 568 10119
CVy [%] 8,0 6,2 8,6 15 20
L = liczba laboratoriéw
n = liczba pojedynczych wartosci
s, = odchylenie standardowe powtarzalnosci
sg = odchylenie standardowe odtwarzalnosci
r = powtarzalno$¢ wynikow
R = odtwarzalno$¢ wynikow

CV, = wspdlezynnik zmiennosci powtarzalnosci
CVr = wspdlezynnik zmiennosci odtwarzalnosci

Przeprowadzone przez grupe robocza ds. pasz Verband Deutscher Landwirtschaftlicher Untersuchungs- und Forschungsanstalten

(VDLUFA).
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Rysunek 1: Aparat do ekstrakgji (4.8)

A

i

Szklany cylinder (4.8.1)
(wysokos¢ ok. 48 cm)
\ Nasadka szklana (4.8.2)

(dtugosc ok. 45 cm)

- Ruchoma rurka

Warstwa eteru |—J

naftowego

Warstwa wodna
+

zmydlona pasza
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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.

3.10.1.

3.11.1.

4.1.

4.2.

B.  OZNACZANIE WITAMINY E
Cel i zakres stosowania metody

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

Granica oznaczalno$ci metody wynosi 2 mg witaminy E/kg. Granica oznaczalnoci jest osiagalna jedynie przy
pomocy detektora fluorescencyjnego. W przypadku detektora UV granica oznaczalnoci wynosi 10 mg/kg.

Sposéb przeprowadzenia metody

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

Odczynniki i roztwory

Etanol, 0 = 96 %

Eter naftowy, zakres wrzenia od 40 do 60 °C

Metanol

Roztwér wodorotlenku potasu, ¢ = 50 g/100 ml

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

Siarczek sodu, Na,S- x H,0 (x = 7 - 9)

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

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

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

Roztwér podstawowy octanu DL-a-tokoferolu: odwazy¢, z dokladnoscig do 0,1 mg, 100 mg octanu DL-a-
tokoferolu (3.10) do kolby miarowej o pojemnosci 100 ml. Rozpusci¢ w etanolu (3.1) i uzupehi¢ do pelnej
objetosci kolby tym samym rozpuszczalnikiem. 1 ml tego roztworu zawiera 1 mg octanu DL-a-tokoferolu.
(kontrola UV — zob. pkt 5.6.1.3; stabilizacja — zob. obja$nienia pkt 7.4).

DL-a-tokoferol o specjalnej czystosci i certyfikowanej aktywnosci

Roztwér podstawowy DL-a-tokoferolu: odwazy¢, z doktadnoscig do 0,1 mg, 100 mg DL-a-tokoferolu (3.11) do
kolby miarowej o pojemno$ci 100 ml. Rozpuscié w etanolu (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).

2,6-dwu-tetr-butylo-4-metylofenol (BHT) (zob. objasnienia pkt 7.5)

Aparatura i sprzet

Rotacyjna wyparka warstwowa
Szkto laboratoryjne oranzowe

Kolby plaskodenne lub stozkowe o pojemnosci 500 ml, ze szlifem
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4.2.2.

4.2.3.

4.2.4.

4.3.

4.4.

4.7.

4.8.

4.8.1.

4.8.2.

5.1.

5.2.

5.3.

5.3.1.

Kolby miarowe o waskich szyjkach o pojemnosciach 10, 25, 100 i 500 ml, ze szklanymi korkami
Rozdzielacze stozkowe o pojemnosci 1 000 ml, ze szklanymi korkami
Kolby gruszkowe o pojemnosci 250 ml, ze szlifem

Chlodnica zwrotna kulkowa o dlugosci plaszcza 300 mm, z polaczeniami szlifowanymi, z nasadka do
podlaczenia gazu

Karbowany filtr bibulowy 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, C;5, wypehienie 5 lub 10 pm lub réwnowazne
Detektor UV lub fluorescencyjny, z mozliwoscia zmiany dtugosci fali

Spektrofotometr z kwarcowymi kuwetami o dtugosci drogi optycznej 10 mm

taznia wodna z mieszadlem magnetycznym

Aparat do ckstrakeji (zob. rys. 1) zawierajgcy:

Cylinder szklany o pojemnosci 1 1, ze szlifem i korkiem

Nasadke szklang ze szlifem z bocznikiem i ruchoma nastawna rurkg przesuwajaca si¢ przez Srodek nasadki.
Nastawna rurka musi mie¢ zakonczenie w ksztalcie litery U i przeciwlegly otwor skierowany ku gorze, tak aby
gbérna warstwa cieczy w cylindrze mogla by¢ przeniesiona do rozdzielacza stozkowego.

Sposéb postepowania

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

Przygotowanie prébki

Rozdrobni¢ prébke tak, aby przesiewala si¢ przez oczka sita o $rednicy 1 mm, uwazajac, aby podczas
rozdrabniania nie wydzielalo si¢ cieplo. Rozdrabnianie musi by¢ przeprowadzone tuz przed wazeniem
i zmydlaniem, gdyz w przeciwnym razie moga wystapic straty witaminy E.

Zmydlanie

W zaleznosci od zawartosci witaminy E odwazy¢, z doktadnoscig do 0,01 g, od 2 do 25 g probki do kolby
plaskodennej lub stozkowej o pojemnosci 500 ml (4.2.1). Doda¢ kolejno, mieszajac, 130 ml etanolu (3.1), okolo
100 mg BHT (3.12), 2 ml roztworu askorbinianu sodu (3.5) i 2 ml roztworu siarczku sodu (3.6). Zatozy¢
chlodnicg (4.3) na kolbe i umiesci¢ kolbe na fazni wodnej z mieszadlem magnetycznym (4.7). Ogrza¢ do wrzenia
i skrapla¢ przez 5 minut. Nastepnie doda¢ 25 ml roztworu wodorotlenku potasu (3.4) przez chlodnice (4.3)
i skrapla¢ przez 25 minut, mieszajac pod powolnym przeplywem azotu. Nastgpnie sptukaé chlodnice okoto
20 ml wody i schlodzi¢ zawartos$¢ kolby do temperatury pokojowe;.

Ekstrakcja

Przenie§¢, dekantujac, zmydlony roztwér, ilosciowo sptukujac 250 ml wody, do rozdzielacza o pojemnosci
1 000 ml (4.2.3) lub do aparatu do ekstrakeji (4.8). Sptukaé kolbe po zmydlaniu kolejno 25 ml etanolu (3.1)
i 100 ml eteru naftowego (3.2) i przenie$¢ popluczyny do rozdzielacza lub do aparatu do ekstrakeji. Proporcja
wody i etanolu w laczonych roztworach musi wynosi¢ okoto 2:1. Wstrzgsal energicznie przez 2 minuty
i pozostawi¢ na 2 minuty.

Ekstrakcja przy uzyciu rozdzielacza stozkowego (4.2.3)

Po rozdzieleniu warstw (zob. objasnienia pkt 7.3) przenie$¢ warstwe eteru naftowego do innego rozdzielacza
(4.2.3). Powtorzy¢ ekstrakcje dwukrotnie, uzywajac 100 ml eteru naftowego (3.2) i uzywajac dwukrotnie 50 ml
eteru naftowego (3.2).
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Przemy¢ dwukrotnie polaczone ekstrakty w rozdzielaczu stozkowym 100 ml porcjami wody, ostroznie
mieszajac, aby zapobiec powstawaniu zawiesiny, a nastgpnie, wielokrotnie wstrzasajac, powtérzy¢ przemywanie
kolejnymi 100 ml porcjami wody, az woda pozostanie bezbarwna po dodaniu roztworu fenoloftaleiny (3.7)
(wystarczy zwykle czterokrotne przemycie). Aby usunal suspensje wodna, filtrowaé przemyty ekstrakt przez
suchy karbowany filtr do rozdziclania faz (4.4) do kolby miarowej o pojemnosci 500 ml (4.2.2). Splukaé
rozdzielacz i filtr przy uzyciu 50 ml eteru naftowego (3.2), uzupenic do pelnej objetosci kolby eterem naftowym
(3.2) i dobrze zmieszaé.

Ekstrakcja przy uzyciu aparatu do ekstrakcji (4.8)

Gdy warstwy zostang rozdzielone (zob. objasnienia pkt 7.3), zastapi¢ korek szklanego cylindra (4.8.1) nasadka
szklang ze szlifem (4.8.2) i ustawi¢ nizszy koniec rurki w ksztalcie litery U tak, aby znajdowal si¢ tuz ponad
granicg rozdziatu faz. Przez aplikacje ci$nienia azotu doplywajacego przez nasadke przenie$¢ gérna warstwe
eteru naftowego do rozdzielacza o pojemnosci 1 000 ml (4.2.3). Do szklanego cylindra doda¢ 100 ml eteru
naftowego (3.2), zamkna¢ i dobrze wstrzasnac. Pozostawi¢ do rozdzielenia si¢ faz i przenie$¢ gorng warstwe do
rozdzielacza w sposob opisany powyzej. Powtorzy¢ postgpowanie ekstrakeyjne, stosujac kolejng porcje 100 ml
eteru naftowego (3.2), a nastgpnie stosujgc dwukrotnie porcje 50 ml eteru naftowego (3.2), i dodaé warstwy
eteru naftowego do rozdzielacza.

Przemy¢ polaczone ekstrakty eteru naftowego, w sposob okreslony w pkt 5.3.1 i postepowal w spos6b tam
okreslony.

Przygotowanie roztworu prébki do HPLC

Pobraé pipeta podzielng czg$¢ roztworu eteru naftowego (z pkt 5.3.1 lub 5.3.2) do kolby gruszkowej
o pojemnosci 250 ml (4.2.4). Odparowaé rozpuszczalnik prawie do sucha na rotacyjnej wyparce prozniowej
(4.1) przy obnizonym cis$nieniu na lazni wodnej w temperaturze nie wyzszej niz 40 °C. Przywroci¢ ci$nienie
atmosferyczne przez wpuszczenie azotu (3.9) i zdjac kolbe z rotacyjnej wyparki prozniowej. Usunaé pozostaly
rozpuszczalnik strumieniem azotu (3.9) i szybko rozpuscié pozostalo$¢ w znanej objetosci metanolu
(10-100 ml) (3.3) (stezenie DL-a-tokoferolu musi wynosi¢ od 5 ug/ml do 30 pg/ml).

Oznaczanie HPLC

Witamina E jest rozdzielana na kolumnie z fazg odwrdécong Cig (4.5.1), a stezenie jest mierzone przy uzyciu
detektora fluorescencyjnego (wzbudzanie: 295 nm; emisja: 330 nm) lub detektora UV (292 nm) (4.5.2).

Zadozowal podzielna czg$¢ roztworu metanolowego (np. 20 pl), otrzymanego w sposéb okreslony w pkt 5.4,
i wymywac faza ruchoma (3.8). Obliczy¢ $rednie wysokosci (powierzchnie) pikéw kilku kolejnych dozowan tego
samego roztworu probki i Srednie wysokosci (powierzchnie) pikéw kilku dozowan kalibracyjnych roztworéw
(5.6.2).

Warunki HPLC

Ponizsze parametry podano jako przykladowe; inne parametry moga by¢ zastosowane, o ile gwarantujg
otrzymanie réwnowaznych wynikéw.

Kolumna do chromato- wypehienie 5 lub 10 pm lub 250 mm x 4 mm, Cyg, lub réwnowazne
grafii cieczowej (4.5.1):

Faza ruchoma (3.8): Mieszanina metanolu (3.3) i wody np. 980 + 20 (v + v).
Predkos$¢ przeplywu: 1-2 ml/min
Detektor (4.5.2): detektor fluorescencyjny

(wzbudzenie: 295 nm/emisja: 330 nm) lub detektor UV (292 nm)

Kalibragja (octan DL-a-tokoferolu lub DL-a-tokoferol)
Wzorzec octanu DL-a-tokoferolu
Przygotowanie roboczego roztworu wzorcowego

Pobraé pipeta 25 ml podstawowego roztworu octanu DL-a-tokoferolu (3.10.1) do kolby plaskodennej lub
stozkowej o pojemnosci 500 ml (4.2.1) i hydrolizowaé w sposdb okreslony w pkt 5.2. Nastepnie ekstrahowaé
eterem naftowym (3.2) w sposdb okreslony w pkt 5.3 i uzupelni¢ do pelnej objetosci kolby 500 ml eterem
naftowym. Odparowa¢ prawie do sucha 25 ml tego ekstraktu na rotacyjnej wyparce prézniowej (zob. pkt 5.4),
usung¢ pozostaly rozpuszczalnik strumieniem azotu (3.9) i ponownie rozpusci¢ pozostalos¢ w 25,0 ml
metanolu (3.3). Nominalne stezenie tego roztworu wynosi 45,5 pg DL-a-tokoferolu na 1 ml, co odpowiada
50 pg octanu DL-a-tokoferolu na 1 ml. Roztwér wzorcowy roboczy nalezy przygotowaé bezposrednio przed
uzyciem.
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5.6.2.2.
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Przygotowanie kalibracyjnych roztwordw i krzywej kalibracyjnej
Przenies¢ 1,0, 2,0, 4,0 i 10,0 ml roboczego roztworu wzorcowego do kolb miarowych o pojemnosci 20 ml,
uzupelni¢ do pelnej objetosci kolby metanolem (3.3) i zmieszaé. Nominalne stgzenia tych roztworéw wynosza

2,5, 5,0, 10,0 i 25,0 pg/ml octanu DL-a-tokoferolu, co odpowiada 2,28, 4,55, 9,10 i 22,8 pg/ml DL-a-
tokoferolu.

Zadozowac kilka razy 20 ul kazdego roztworu kalibracyjnego i okresli¢ $rednie wysokosci (powierzchnie) pikow.
Wykorzystujac $rednie wysokosci (powierzchnie) pikéw, wykresli¢ krzywa kalibracyjng.

Standaryzacja UV roztworu podstawowego octanu DL-a-tokoferolu (3.10.1)

Rozcieniczy¢ 5,0 ml roztworu podstawowego octanu DL-a-tokoferolu (3.10.1) w 25,0 ml etanolu i zmierzy¢
spektrum UV tego roztworu wzgledem etanolu (3.1) w spektrofotometrze (4.6) pomiedzy 250 nm i 320 nm.

Maksimum absorpcji musi wystapi¢ przy 284 nm:

1%
El cm

= 43,6 przy 284 nm w etanolu
Przy tym rozcieficzeniu warto$¢ wygasniecia musi wynosi¢ od 0,84 do 0,88.

Wzorzec DL-a-tokoferolu

Przygotowanie roboczego roztworu wzorcowego

Pobral pipeta 2 ml podstawowego roztworu wzorcowego DL-a-tokoferolu (3.11.1) do kolby miarowej
o pojemnosci 50 ml, rozpusci¢ w metanolu (3.3) i uzupehi¢ do pelnej objetosci kolby metanolem. Nominalne

stezenie tego roztworu wynosi 40 pg DL-a-tokoferolu na 1 ml, co odpowiada 44,0 pg octanu DL-a-tokoferolu
na 1 ml. Wzorcowy roztwér roboczy przygotowuje sie bezposrednio przed uzyciem.

Przygotowanie kalibracyjnych roztwordw i krzywej kalibracyjnej
Przenies¢ 1,0, 2,0, 4,0 i 10,0 ml roboczego roztworu wzorcowego do kolb miarowych o pojemnosci 20 ml,

uzupeni¢ do pelnej objetosci kolb metanolem (3.3) i zmiesza¢. Nominalne stgZenia tych roztwordw wynosza
2,0, 4,0, 8,0 i 20,0 pg/ml DL-a-tokoferolu, czyli 2,20, 4,40, 8,79 i 22,0 pg/ml octanu DL-a-tokoferolu.

Zadozowac kilka razy 20 ul kazdego roztworu kalibracyjnego i okresli¢ $rednie wysokosci (powierzchnie) pikow.
Wykorzystujac $rednie wysokosci (powierzchnie) pikow, wykreslié krzywa kalibracyjna.

Standaryzacja UV roztworu podstawowego DL-a-tokoferolu (3.11.1)
Rozcieficzy¢ 2,0 ml roztworu podstawowego DL-a-tokoferolu (3.11.1) w 25,0 ml etanolu i zmierzy¢ spektrum

UV tego roztworu wzgledem etanolu (3.1) w spektrofotometrze (4.6) pomigdzy 250 nm i 320 nm. Maksimum
absorpcji musi wystapi¢ przy 292 nm:

El % =758 przy 292 nm w etanolu

1cm

Przy tym rozcienczeniu warto$¢ wygasniecia musi wynosi¢ 0,6.

Obliczanie wynikow
Na podstawie $redniej wysokosci (powierzchni) pikow witaminy E roztworu probki okresli¢ stezenie roztworu
probki w pg/ml (obliczonego jako octan DL-a-tokoferolu) z krzywej wzorcowej (5.6.1.2 lub 5.6.2.2).

Zawarto§¢ witaminy E w mg/kg probki oblicza si¢ wedtug nastepujacego wzoru:

500 x ¢ xV,
w= TV xm [mg/kg]
gdzie:

¢ = stezenie w pg/ml witaminy E (jako octan DL-a-tokoferolu) w roztworze probki (5.4)

V; = objetos¢ w ml roztworu probki (5.4)

V, = objeto$¢ w ml podzielnej czgsci pobranej z roztworu probki, o ktérym mowa w pkt 5.4
m = masa nawazki w g
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)

Objasnienia

W przypadku probek o niskim stezeniu witaminy E wskazane jest polaczenie ekstraktow eteru naftowego z 2
zmydlonych nawazek (o wadze 25 g kazda) w jeden roztwér probki przeznaczony do oznaczania HPLC.
Prébka pobrana do analizy nie moze zawieraé wigcej niz 2 g thuszezu.

Jezeli nie dochodzi do rozdzielenia faz, doda¢ okoto 10 ml etanolu (3.1), aby usunaé 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¢ 10 mg BHT (3.12) do roztworu (3.10.1 lub
3.10.2) i roztwér przechowywaé w lodéwee (nie dtuzej niz przez 4 tygodnie).

Zamiast BHT moze by¢ uzyty hydrochinon.

Przy zastosowaniu zwyklej kolumny mozliwe jest oddzielenie a-, f-, y- i 8-tokoferolu.

Zamiast roztworu askorbinianu sodu mozna zastosowaé okoto 150 mg kwasu askorbinowego.
Zamiast roztworu siarczku sodu mozna zastosowaé okoto 50 mg EDTA.

Octanowa witamina E ulega bardzo szybkiej hydrolizie w warunkach zasadowych i dlatego jest ona wrazliwa na
utlenianie, szczegdlnie w obecnosci takich pierwiastkéw Sladowych jak zelazo lub miedz. W przypadku
oznaczania 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¢ metod¢ HPLC obejmujgcg enzymatyczny
rozklad witaminy E bez zmydlania zasadg.

Powtarzalno$é

Roznica pomigdzy wynikami dwoch réwnoleglych oznaczen wykonanych dla tej samej prébki nie moze
przekraczaé 15 % wzgledem wyzszego wyniku.

Wyniki badafn miedzylaboratoryjnych (')

Premiks Pasza z premik- pazvzli)e‘ifzaarrlnki?]e— Pasza bialkowa Pasza dla prosiat
sem ralna

L 12 12 12 12 12
n 48 48 48 48 48
Srednia [mg/kg] 17 380 1187 926 315 61,3
s, [mg/kg] 384 453 252 13,0 23
r [mg/kg] 1075 126,8 70,6 36,4 6,4
CV; [%] 2,2 3,8 2,7 4,1 3,8
sg mg/ke] 830 65,0 55,5 18,9 7,8
R [mg/kg] 2324 182,0 155,4 52,9 21,8
CVy [%] 4,8 5,5 6,0 6,0 12,7
L = liczba laboratoriéw
n = liczba pojedynczych wartosci
s, = odchylenie standardowe powtarzalnosci
sg = odchylenie standardowe odtwarzalnosci
r = powtarzalno$¢ wynikow
R = odtwarzalno$¢ wynikow

CV, = wspdlezynnik zmiennosci powtarzalnosci
CVr = wspdlezynnik zmiennosci odtwarzalnosci

Przeprowadzone przez grupe robocza ds. pasz Verband Deutscher Landwirtschaftlicher Untersuchungs- und Forschungsanstalten
(VDLUFA).
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Rysunek 1: Aparat do ekstrakgji (4.8)
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C.  OZNACZANIE PIERWIASTKOW SLADOWYCH: ZELAZA, MIEDZI, MANGANU I CYNKU
Cel i zakres stosowania metody

Metoda stuzy do oznaczania zawartosci pierwiastkow $ladowych zelaza, miedzi, manganu i cynku w paszach.
Dolne granice oznaczalno$ci metody wynosza dla:

—  zelaza (Fe): 20 mg/kg,
—  miedzi (Cu): 10 mg/kg,
—  manganu (Mn): 20 mg/kg,

—  cynku (Zn): 20 mg/kg.

Sposéb przeprowadzenia metody

Probke wprowadza si¢ do roztworu kwasu chlorowodorowego po zniszczeniu ewentualnej substancji
organicznej. Pierwiastki §ladowe: Zelazo, miedz, mangan i cynk sa oznaczane, po odpowiednim rozcienczeniu,
z uzyciem spektrometrii absorpcji atomowej.

Odczynniki i roztwory
Uwagi wstepne

Do przygotowania odczynnikow i roztworéw uzywanych w postepowaniu analitycznym stosuje si¢ wode wolng
od oznaczanych kationdw, otrzymang w drodze podwdjnej destylacji w destylarce ze szkla borokrzemowego lub
kwarcowego lub w wyniku podwdéjnego traktowania na zywicy jonowymienne;.

Stosowal odczynniki o czystoSci co najmniej analitycznej. Nieobecno§¢ oznaczanych pierwiastkow
w stosowanych odczynnikach i roztworach nalezy sprawdzal poprzez Slepa probe. Odezynnik, jezeli to
konieczne, poddaje si¢ oczyszczeniu przed zastosowaniem.

Zamiast przygotowania wzorcowych roztworéw opisanych ponizej dopuszcza si¢ stosowanie innych dostepnych
wzorcowych roztwordw, pod warunkiem ze majg one gwarancj¢ i zostaly sprawdzone przed uzyciem.

Kwas chlorowodorowy (d: 1,19 g/ml).
Kwas chlorowodorowy (6 mol/l).
Kwas chlorowodorowy (0,5 mol/l).

Kwas fluorowodorowy od 38 do 40 % (v[v), o zawartosci zZelaza (Fe) nizszej niz 1 mg/l i pozostalosci po
odparowaniu nizszej niz 10 mg (jako siarczanu)/L.

Kwas siarkowy (d: 1,84 g/ml).
Nadtlenek wodoru (okoto 100 objetosci tlenu (30 % wagowych)).

Roztwér wzorcowy zelaza (1 000 pg Fe/ml) przygotowany w nastgpujacy sposéb lub réwnowazny roztwor
dostepny w handlu: rozpusci¢ 1 g drutu zelaznego w 200 ml kwasu chlorowodorowego o stezeniu 6 mol/l (3.2),
doda¢ 16 ml nadtlenku wodoru (3.6) i uzupehi¢ do objetosci 1 1 woda.

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

Roztwér wzorcowy miedzi (1 000 pg Cu/ml) przygotowany w nastgpujacy sposéb lub réwnowazny roztwor
dostepny w handlu:

—  rozpusci¢ 1 g sproszkowanej miedzi w 25 ml kwasu chlorowodorowego o stezeniu 6 mol/l (3.2), doda¢
5 ml nadtlenku wodoru (3.6) i uzupei¢ do objetosci 1 1 woda.
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3.8.1. Roboczy roztwér wzorcowy miedzi (10 pg Cu/ml) przygotowany przez rozciefczenie roztworu wWzorcowego

miedzi (3.8) woda w stosunku 1:9, a nastepnie przez rozcieficzenie jednej czesci uzyskanego roztworu woda
stosunku 1:9.

3.9. Roztwor wzorcowy manganu (1 000 pg Mn/ml) przygotowany w nastepujacy sposob lub rownowazny roztwor
dostepny w handlu:
—  rozpuéci¢ 1 g sproszkowanego manganu w 25 ml kwasu chlorowodorowego o stezeniu 6 mol/l (3.2)

i uzupehic¢ do objetosci 1 1 woda.

3.9.1. Roboczy roztwér wzorcowy manganu (10 pg Mn/ml) przygotowany przez rozcieficzenie roztwortu wzorcowego
manganu (3.9) woda w stosunku 1:9, a nastepnie przez rozcieficzenie jednej czesci uzyskanego roztworu woda
w stosunku 1:9.

3.10. Roztwér wzorcowy cynku (1 000 pg Zn/ml) przygotowany w nastgpujacy sposob lub réwnowazny roztwor
dostepny w handlu:
—  rozpusci¢ 1 g cynku w postaci paska lub listka w 25 ml kwasu chlorowodorowego o stezeniu 6 mol/l (3.2)

i uzupelni¢ do objetosci 1 1 woda.

3.10.1.  Roboczy roztwér wzorcowy cynku (10 pg Zn/ml) przygotowany przez rozcieficzenie roztworu wzorcowego
cynku (3.10) woda w stosunku 1:9, a nastepnie przez rozcieficzenie jednej czesci uzyskanego roztworu woda
w stosunku 1:9.

3.11. Roztwér chlorku lantanu: rozpuscié 12 g tlenku lantanu w 150 ml wody, doda¢ 100 ml kwasu
chlorowodorowego o stezeniu 6 mol[l (3.2) i uzupelni¢ do objetosci 1 1 woda.

4. Aparatura i sprzet

4.1. Piec muflowy z regulacja temperatury i rejestratorem.

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

4.3. Spektrofotometr absorpcji atomowej o czulo$ci i precyzji w zakresie prezentowanej metody.

5. Sposéb postepowania (')

5.1. Prébki zawierajgce substancje organiczng

5.1.1. Spopielanie i przygotowanie roztworu do analizy ()

5.1.1.1.  Odwazy¢, z dokladnoscia do 0,2 mg, od 5 do 10 g probki i umiesci¢ w kwarcowym lub platynowym tyglu (zob.

uwaga b)), wysuszy¢ w suszarce o temperaturze 105 °C i wstawi¢ tygiel do zimnego pieca muflowego (4.1).
Zamkna¢ piec, (zob. uwaga c)) i stopniowo podwyzszaé temperature do 450 do 475 °C w czasie okoto 90
minut. Utrzymywac te temperature od 4 do 16 godzin, np. przez noc, aby usunac zwiazki weglowe, nastgpnie
otworzy¢ piec i pozostawi¢ do schlodzenia (zob. uwaga d)).

Zwilzy¢ spopielale pozostalosci woda i przenies¢ do zlewki o pojemnosci 250 ml. Przemy¢ tygiel z uzyciem
okoto 5 ml kwasu chlorowodorowego (3.1) i dodawac kwas powoli i ostroznie do zlewki (moze zaj$¢ gwaltowna
reakcja w wyniku powstania CO,). Dodawaé kroplami kwas chlorowodorowy (3.1) mieszajac do zaniku burzenia
si¢ mieszaniny. Odparowa¢ do sucha, od czasu do czasu mieszajgc szklang bagietka.

Inne metody rozkladu moga by¢ stosowane, pod warunkiem, iz wykazano, ze zapewniaja podobne wyniki (np. rozktad mikrofalami).
Zielonki $wieze lub suszone moga zawiera¢ duze ilosci krzemionki roslinnej, ktora moze zawieral pierwiastki sladowe i ktorg trzeba
usunaC. Dlatego tez w przypadku analizy probek takich pasz nalezy zastosowaé nastepujace, zmodyfikowane postepowanie. Postepowaé
w sposob okreslony w pkt 5.1.1.1 do etapu filtrowania. Nastepnie nalezy dwukrotnie wrzacg woda przemy¢ filtr papierowy zawierajacy
nierozpuszczalng pozostatos¢ i umiesci¢ w platynowym lub kwarcowym tyglu. Nalezy wlgczy¢ piec muflowy (4.1), nastawi¢ temperaturg
ponizej 550 °C i poczeka, az calkowicie zniknie wszelki material zawierajacy wegiel. Pozostawi¢ do ostygniecia, dodac¢ kilka kropli
wody, a nastepnie 10-15 ml kwasu fluorowodorowego (3.4) i odparowa¢ do osiggniecia suchosci w temperaturze okoto 150 °C. Jesli
w pozostatosciach pozostanie krzemionka, to nalezy ponownie rozpusci¢ te pozostatos¢ w kilku mililitrach kwasu fluorowodorowego
(3.4) i odparowa¢ az do osiggniecia suchosci. Doda¢ pie¢ kropli kwasu siarkowego (3.5) i podgrzewa¢ do momentu pokazania si¢ biatego
dymu. Po dodaniu 5 ml kwasu solnego o stezeniu 6 mol/l (3.2) i okoto 30 ml wody podgrza¢, przefiltrowaé roztwér do kolby miarowej
o pojemnosci 250 ml i dopetni¢ woda do pelnej objetosci (stezenie HCl okoto 0,5 mol/l). Nastepnie nalezy wykona¢ oznaczenie zgodnie
z pkt 5.1.2.
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5.1.2.1.

Nastgpnie doda¢ do pozostatoici 15 ml kwasu chlorowodorowego o stezeniu 6 mol/l (3.2), a nastgpnie okoto
120 ml wody. Zamieszaé szklang bagietka, ktéra nalezy pozostaé w zlewce, i przykry¢ zlewke szkietkiem
zegarkowym. Doprowadzi¢ ostroznie do wrzenia i pozostawi¢ w tym stanie az do catkowitego rozpuszczenia
rozpuszczalnych czastek popiotu. Przefiltrowal przez bezpopiotowy filtr i zebraé filtrat w kolbie miarowej
o pojemnosci 250 ml. Sptukaé zlewke i filtr z uzyciem 5 ml gorgcego kwasu chlorowodorowego o stezeniu
6 mol/l (3.2) i dwukrotnie wrzacg woda. Uzupelni¢ kolb¢ miarowa do pelnej objetosci woda tak, aby uzyskaé
stezenie HCl okoto 0,5 mol/l.

Jezeli pozostalo$¢ na filtrze jest czarna (wegiel), wstawi¢ z powrotem do pieca i ponownie spopielaé
w temperaturze od 450 do 475 °C. Spopielanie, ktére wymaga kilku godzin (od trzech do pieciu), uwaza si¢ za
zakoficzone, gdy popiét ma barwe bialg lub bialawa. Rozpusci¢ pozostalos¢ w okoto 2 ml kwasu
chlorowodorowego (3.1), odparowa¢ do sucha i doda¢ 5 ml kwasu chlorowodorowego o stezeniu
6 mol/l (3.2). Podgrzaé, przefiltrowaé roztwér do kolby miarowej i uzupelni¢ do pelnej objetosci kolby woda
tak, aby uzyska¢ stezenie HCl okoto 0,5 mol/L

Uwagi:

a)  Przy oznaczaniu pierwiastkow Sladowych nalezy postepowac tak, aby nie dopusci¢ do zanieczyszczenia,
zwlaszcza cynkiem, miedzig i Zelazem. Dlatego sprzet stosowany podczas przygotowania probki musi by¢
wolny od zanieczyszczen tymi metalami.

W celu zmniejszenia 0gdlnego ryzyka zanieczyszczenia wykonywaé oznaczenie w §rodowisku wolnym od
kurzu, dokladnie czyszczac wyposazenie i myjac naczynia szklane. Zwlaszcza przy oznaczaniu cynku
wystepuje ryzyko zanieczyszczen, np. z naczynia szklanego, odczynnikéw, kurzu.

b)  Masg probki, ktéra ma by¢ spopielona, szacuje si¢ na podstawie przyblizonej zawartosci pierwiastka
Sladowego w paszy, w stosunku do czulosci stosowanego spektrofotometru. W przypadku pasz ubogich
w pierwiastki $ladowe moze zaistnie¢ konieczno$¢ rozpoczecia oznaczania od odwazenia od 10 do
20 g probki i sporzadzenia roztworu o koficowej objetosci 100 ml.

¢)  Spopielanie nalezy przeprowadzaé w zamkni¢tym piecu bez dostgpu powietrza lub tlenu.

d)  Temperatura wedlug wskazan pirometru nie moze by¢ wyzsza niz 475 °C.

Spektrofotometryczne oznaczanie
Przygotowanie roztwordw do kalibracji

Dla kazdego z oznaczanych pierwiastkow Sladowych przygotowal, z roboczych roztwordéw wzorcowych
okreslonych w pkt 3.7.1, 3.8.1, 3.9.1 i 3.10.1, roztwory do kalibracji o stezeniu kwasu chlorowodorowego
okolo 0,5 mol/l i — w przypadku Zelaza, manganu i cynku — chlorek lantanu o stezeniu 0,1 % La (w/v).

Wybrane stezenia pierwiastkéw $ladowych musza miesci¢ si¢ w zakresie czulosci stosowanego spektrofotome-
tru. W ponizszych tabelach podano przyktadowy sklad typowych zakresow stezen kalibracyjnych roztwordw;
w zaleznosci od typu i czulosci stosowanego spektrofotometru moze zachodzi¢ konieczno$¢ 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 HCl (3.2) 7 7 7 7 7 7 7

+ 10 ml roztworu chlorku lantanu (3.11) i uzupelni¢ do objetosci 100 ml woda.

MiedZ

pg Cu/ml 0 0,1 0.2 04 0,6 0.8 1,0

ml roboczego roztworu wzorcowego 0 1 2 4 6 8 10
(3.8.1) (1 ml= 10 pg Cu)

ml HCl (3.2) 8 8 8 8 8 8 8
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5.1.2.2.

5.1.2.3.

5.1.2.4.

5.2.

Mangan
pg Mn/ml 0 0,1 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
ml roboczego roztworu wzorcowego 0 1 2 4 6 8 10
(3.9.1) (1 ml= 10 pg Mn)
ml HCl (3.2) 7 7 7 7 7 7 7

+ 10 ml roztworu chlorku lantanu (3.11) i uzupelni¢ do objetosci 100 ml woda.

Cynk
yg Znfml 0 005 | 01 02 04 | 06 0.8
ml roboczego roztworu wzorcowego 0 0,5 1 2 4 6 8
(3.10.1) (1 ml= 10 pg Zn)
ml HCl (3.2) 7 7 7 7 7 7 7

+ 10 ml roztworu chlorku lantanu (3.11) i uzupehi¢ do objetosci 100 ml woda.

Przygotowanie roztworu do analizy

W przypadku oznaczania miedzi moze by¢ wykorzystany roztwor przygotowany w sposob okreslony w
pkt 5.1.1. W przypadku koniecznosci dostosowania jego stezenia do zakresu stezent kalibracyjnych roztworéw,
pobraé pipeta podzielng cz¢$¢ roztworu do kolby miarowej o pojemnosci 100 ml i uzupehic do pelnej objetosci
kolby kwasem chlorowodorowym o stezeniu 0,5 mol/l (3.3).

Przy oznaczaniu Zelaza, manganu i cynku pobra¢ pipeta podzielng czg$¢ roztworu przygotowanego w sposob
okreslony w pkt 5.1.1 do kolby miarowej o pojemnosci 100 ml, doda¢ 10 ml roztworu chlorku lantanu (3.11)
i uzupei¢ do pelnej objetosci kolby kwasem chlorowodorowym o stezeniu 0,5 mol/l (3.3) (zob. objasnienia
pkt 8).

Slepa préba

Slepa probe przeprowadzi¢ zgodnie z kolejnoscia wykonywania czynnosci metody, pomijajac te czynnosci,
w ktérych material probki zostal pominiety. Nie stosowaé roztworu kalibracyjnego ,0” jako $lepej proby.

Pomiar absorpcji atomowej

Zmierzy¢ absorpcje atomowa kalibracyjnych roztwordw i badanego roztworu z uzyciem utleniajacego ptomienia
powietrzno-acetylenowego przy nastepujacych dlugosciach fal:

Fe: 248,3 nm

Cu: 324,8 nm
Mn: 279,5 nm
Zn: 213,8 nm

Kazdy pomiar przeprowadzi¢ czterokrotnie.

Pasze mineralne

Jezeli probka paszy nie zawiera substancji organicznych, wezesniejsze spopielanie nie jest konieczne. Postgpowaé
w sposob okreslony w pkt 5.1.1.1, poczynajac od akapitu drugiego. Mozna pomingé etap odparowania
z kwasem fluorowodorowym.

Obliczanie wynikéw

Przy zastosowaniu krzywej kalibracyjnej obliczy¢ zawarto$¢ oznaczanego pierwiastka Sladowego w roztworze
do analizy i wyrazi¢ wynik w mg pierwiastka §ladowego na kg prébki (ppm).
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Powtarzalno$é

Roznica pomigdzy wynikami dwoch réwnoleglych oznaczen wykonanych dla tej samej prébki nie moze
przekraczaé:

— 5 mg/kg wartosci bezwzglednej, dla zawartosci pierwiastka Sladowego nie wyzszej niz 50 mg/kg,
— 10 % wyzszego wyniku, dla zawartosci pierwiastka §ladowego od 50 do 100 mg/kg,
— 10 mg/kg wartosci bezwzglednej, dla zawartosci pierwiastka $ladowego od 100 do 200 mg/kg,

— 5% wyzszego wyniku, dla zawarto$ci pierwiastka Sladowego wyzszej niz 200 mg/kg.

Objasnienia
Obecnoé¢ znacznych ilosci fosforanéw moze interferowal przy oznaczaniu Zelaza, manganu i cynku. Takie
interferencje nalezy skorygowaé przez dodanie chlorku lantanu (3.11). Jezeli jednak w probee stosunek wagowy

Ca + Mg/P jest > 2, to dodanie roztworu chlorku lantanu (3.11) do analizowanego roztworu i kalibracyjnych
roztworéw moze by¢ pominigte.

D. OZNACZANIE HALOFUGINONU

DL-trans-7-bromo-6-chloro-3-[ 3-(3-hydroksy-2-piperydylo)acetonylo]-chinazoliny-4-(3H)-1 bromowodorek

Cel i zakres stosowania metody

Metoda stuzy do oznaczania zawartosci halofuginonu w paszach. Dolna granica oznaczalnosci wynosi 1 mg/kg.

Sposéb przeprowadzenia metody
Po potraktowaniu gorgca woda halofuginon ekstrahuje si¢ w postaci wolnej zasady w octanie etylowym,
a nastgpnie rozdziela jako chlorowodorek w wodnym roztworze kwasu. Ekstrakt jest oczyszczany

z wykorzystaniem chromatografii jonowymiennej. Zawarto$¢ halofuginonu okresla si¢ metoda wysokosprawnej
chromatografii cieczowej w ukladzie faz odwréconych (HPLC) przy uzyciu detektora UV.

Odczynniki i roztwory

Acetonitryl do HPLC.
Zywica Amberlit XAD-2.
Octan amonu.

Octan etylu.

Lodowaty kwas octowy.

Substancja wzorcowa halofuginonu (DL-trans-7-bromo-6-chloro-3-[3-(3-hydroksy-2-piperydylo)acetonylo]-
chinazoliny-4-(3H)-1 bromowodorek, E 764).

Roztwér wzorcowy podstawowy halofuginonu, 100 pg/ml

Odwazy¢, z dokladnoscia do 0,1 mg, 50 mg halofuginonu (3.6) do kolby miarowej o pojemnosci 500 ml,
rozpusci¢ w roztworze buforu octanu amonu (3.18), uzupehic¢ do pelnej objetosci kolby roztworem buforu
i zmieszaé. Roztwor zachowuje stabilno$¢ do 3 tygodni, jezeli jest przechowywany bez dostepu $wiatla
w temperaturze 5 °C.

Roztwory kalibracyjne

Do partii kolb miarowych o pojemno$ci 100 ml przenie$¢ kolejno 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 i 6,0 ml roztworu
wzorcowego podstawowego halofuginonu (3.6.1). Uzupeni¢ do pelnej objetosci kolb faza ruchoma (3.21)
i zmieszal. Roztwory te odpowiadaja odpowiednio 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 i 6,0 pg/ml halofuginonu. Roztwory te
przygotowaé bezposrednio przed uzyciem.
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3.7. Kwas chlorowodorowy (p 59 = okolo 1,16 g/ml).

3.8. Metanol.

3.9. Azotan srebra.

3.10. Askorbinian sodu.

3.11. Weglan sodu.

3.12. Chlorek sodu.

3.13. EDTA (etylenodwuaminoczterooctowy kwas, sol dwusodowa).

3.14. Woda do HPLC.

3.15. Roztwér weglanu sodu, ¢ = 10 g/100 ml.

3.16. Roztwoér chlorku sodu nasyconego weglanem sodu, ¢ = 5g/100 ml.
Rozpusci¢ 50 g weglanu sodu (3.11) w wodzie, rozcieiczy¢ do objetosci 111 dodaé chlorek sodu (3.12), az do
otrzymania roztworu nasycomnego.

3.17. Kwas chlorowodorowy, stezenie okoto 0,1 mol/l.
Rozcieficzy¢ 10 ml HCI (3.7) woda do objetosci 1 1.

3.18. Roztwér buforu octanu amonu, okoto 0,25 mol/l.
R(}Zpuécié 19,3 g octanu amonu (3.3) i 30 ml kwasu octowego (3.5) w wodzie (3.14), i rozcieficzy¢ do objetosci
1L

3.19. Przygotowanie zywicy Amberlit XAD-2.
Zywice (3.2) przemywaé odpowiednig ilocia wody az do zaniku wszystkich jonéw chlorku, co sprawdza sig
roztworem azotanu srebra (3.20) w odrzucanej fazie wodnej. Nastgpnie przemy¢ zywice 50 ml metanolu (3.8),
odrzuci¢ metanol i przechowywa¢ zywice w §wiezym metanolu.

3.20. Roztwér azotanu srebra okoto 0,1 mol/l.
Rozpusci¢ 0,17 g azotanu srebra (3.9) w 10 ml wody.

3.21. Faza ruchoma HPLC.
Zmiesza¢ 500 ml acetonitrylu (3.1) z 300 ml roztworu buforu octanu amonu (3.18) i 1 200 ml wody (3.14).
Przy uzyciu kwasu octowego (3.5) dostosowaé pH do 4,3. Przefiltrowa¢ przez filtr membranowy 0,22 pm (4.8),
a nastgpnie odgazowal roztwér (np. przy zastosowaniu lazni ultradZwigkowej przez 10 minut). Roztwor
zachowuje stabilno§¢ do miesiaca, jezeli jest przechowywany w zamknigtym naczyniu, bez dostgpu $wiatla.

4. Aparatura i sprzet

4.1. taznia ultradzwickowa

4.2. Rotacyjna wyparka warstwowa

4.3. Wiréwka

4.4. Wyposazenie do HPLC z detektorem UV o zmiennej dtugosci fali miarowej lub z detektorem diodowym

4.4.1. Kolumna do chromatografii cieczowej o wymiarach 300 mm x 4 mm, Cg, wypelnienie 10 pm lub réwnowazne

4.5. Kolumna szklana o wymiarach 300 mm x 10 mm z kranem i filtrem ze spiekanego szkla

4.6. Filtry z wiéknem szklanym o $rednicy 150 mm
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4.7.

4.8.

5.1.

5.1.1.

5.2.

5.3.

Filtry membranowe, 0,45 pm

Filtry membranowe, 0,22 pm

Sposéb postepowania

Uwaga: Halofuginon w formie wolnej zasady jest niestabilny w roztworach zasadowych i octanu etylowego. Nie
moze on pozostawaé w octanie etylu dtuzej niz przez 30 minut.

Wskazéwki ogélne

Slepa probe paszy nalezy przeanalizowad w celu sprawdzenia, czy nie zawiera ona halofuginonu i innych
substancji interferujacych.

Badanie odzysku nalezy przeprowadzié, analizujac Slepa probe paszy fortyfikowanej przez dodanie znanej ilosci
halofuginonu, o wadze zblizonej do tej, ktéra znajduje si¢ w analizowanej probce. Aby fortyfikowaé na poziomie
3 mg/kg, doda¢ 300 pl podstawowego roztworu wzorcowego (3.6.1) do 10 g $lepej proby paszy, zmieszaé
i pozostawi¢ na 10 minut przed przejsciem do etapu ekstrakeji (5.2).

Uwaga: dla celéw niniejszej metody $lepa proba paszy musi by¢ podobna do badanej probki, a jej analiza nie
moze potwierdza¢ obecnosci halofuginonu.

Ekstrakcja

Odwazy¢, z dokladnoicia do 0,1 g, 10 g przygotowanej prébki i umiescié w probowee wirdwkowej
o pojemnosci 200 ml. Doda¢ 0,5 g askorbinianu sodu (3.10), 0,5 g EDTA (3.13), 20 ml wody i zmieszac.
Prob6wke umiesci¢ na 5 minut w faZni wodnej o temperaturze 80 °C. Po schfodzeniu do temperatury pokojowej
doda¢ 20 ml roztworu weglanu sodu (3.15) i zmieszaé. Niezwlocznie doda¢ 100 ml octanu etylowego (3.4)
i recznie, energicznie wstrzgsaé przez 15 sekund. Nastgpnie umiesci¢ probowke w tazni ultradzwigkowej (4.1) na
3 minuty i odkorkowal. Wirowaé przez 2 minuty i zdekantowal faze¢ octanu etylowego przez filtr z widknem
szklanym (4.6) do rozdzielacza o pojemnosci 500 ml. Powtdrzy¢ ekstrakcje tej probki druga porcja 100 ml
octanu etylowego. Przemywac polaczone ekstrakty przez minute 50 ml roztworu chlorku sodu nasyconego
weglanem sodu (3.16) i odrzuci¢ warstwe wodna.

Warstwe organiczng ekstrahowaé przez minute 50 ml kwasu chlorowodorowego (3.17). Dolng kwasowa
warstwe spusci¢ do rozdzielacza o pojemno$ci 250 ml. Przez 1,5 minuty powtarzaé ekstrakcje warstwy
organicznej przy uzyciu kolejnej ilosci 50 ml kwasu chlorowodorowego i polaczy¢ z ekstraktem uzyskanym
z pierwszego procesu. Przemy¢ polaczone ekstrakty kwasu, wirujac z 10 ml octanu etylowego (3.4) przez okoto
10 sekund.

Warstwe wodna przenie$¢ ilosciowo do kolby okraglodennej o pojemnosci 250 ml i odrzuci¢ warstwe
organiczng. Znajdujacy si¢ jeszcze w roztworze kwasu octan etylowy odparowaé na rotacyjnej wyparce
warstwowej (4.2). Temperatura wody w lazni nie moze przekraczal 40 °C. Pozostaly octan etylu zostanie
usuniety w prozni o ci$nieniu okolo 25 mbar i temperaturze 38 °C, w czasie 5 minut.

Oczyszczanie
Przygotowanie kolumny z Amberlitem

Dla kazdej probki ekstraktu przygotowaé kolumne XAD-2. Przygotowany Amberlit o masie 10 g (3.19) umiesci¢
w szklanej kolumnie (4.5) z metanolem (3.8). Wprowadzi¢ maly zwitek szklanej waty w gérna cz¢s$é podtoza
zywicy. Wydrenowa¢ metanol z kolumny, a nastgpnie przemy¢ zywicg 100 ml wody, zatrzymujac proces, gdy
ciecz dosiggnie gornej czgci powierzchni Zywicy. Pozostawi¢ kolumne do ustabilizowania na 10 minut przed
uzyciem. Nie dopusci¢ do osuszenia kolumny.

Oczyszczanie probki

Uzyskany ekstrakt (5.2) przenies¢ ilo§ciowo na gérna powierzchnie kolumny z Amberlitem (5.3.1) i eluowa,
odrzucajgc eluent. Predkos¢ elucji nie moze przekraczaé¢ 20 ml/min. Przemy¢ kolbe okraglodenng 20 ml kwasu
chlorowodorowego (3.17). Uzy¢ tego kwasu do przemycia kolumny z zywica. Usungé pozostatosci roztworu
kwasu strumieniem powietrza. Wyla¢ poptuczyny. Doda¢ 100 ml metanolu (3.8) na kolumne i pozostawi¢ od
5 do 10 ml w celu wymycia, zebra¢ eluent w kolbe okraglodenna o pojemnosci 250 ml. Pozostawi¢ pozostaly
metanol na 10 minut w celu ustabilizowania z zywicg, a nastgpnie kontynuowac elucje, ktdrej predkos¢ nie
moze przekraczaé 20 ml/min, zbierajac eluent do tej samej kolby okragtodennej. Odparowaé metanol na
rotacyjnej wyparce (4.2), przy czym temperatura wody w fazni nie moze by¢ wyzsza niz 40 °C. Za pomocg fazy
ruchomej (3.21) przenie$¢ iloSciowo pozostatosé do kolby miarowej o pojemnosci 10 ml. Uzupeni¢ do pelnej
objetosci kolb fazg ruchoma i zmiesza¢. Podzielna czg$¢ jest filtrowana przez filtr membranowy (4.7). Roztwor
zastosowaé do oznaczania HPLC (5.4).
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5.4.

5.4.1.

5.4.2.

5.4.3.

7.1.

Oznaczanie HPLC
Parametry

Ponizsze parametry podano jako przykladowe; inne parametry mogg by¢ zastosowane, o ile gwarantujg
otrzymanie réwnowaznych wynikow.

Kolumna do chromatografii cieczowej (4.4.1)
Faza ruchoma do HPLC (3.21)

Predkos¢ przepltywu: od 1,5 do 2 ml/min
Dlugos¢ fali przy detekeji: 243 nm
Dozowana objeto$é: od 40 do 100 pl

Sprawdzi¢ stabilno§¢ systemu chromatograficznego, dozujac kilka razy roztwér kalibracyjny (3.6.2) o stezeniu
3 pg/ml, az do uzyskania statych wysokosci (powierzchni) piku i czasdéw retencji.

Krzywa kalibracyjna

Zadozowac kilka razy kazdy z roztworéw kalibracyjnych (3.6.2) i okresli¢ wysokosci (powierzchnie) piku dla
kazdego stezenia. Wykreslié krzywa kalibracyjna, odkladajac $rednie wysokosci (powierzchnie) pikéw
kalibracyjnych roztworéw na osi rzednych oraz odpowiadajace im stezenia w pg/ml na osi odcietych.

Roztwdér probki

Zadozowac kilka razy ekstrakt prébki (5.3.2) stosujac taka sama objetos¢ jak przy kalibracyjnych roztworach,

i okresli¢ Srednig wysoko$¢ (powierzchnig) piku dla pikéw halofuginonu.

Obliczanie wynikow

Na podstawie $redniej wysokosci (powierzchni) pikéw halofuginonu roztworu probki, okresli¢ stezenie roztworu
probki w pg/ml, odnoszac si¢ do krzywej kalibracyjnej (5.4.2).

Zawarto$¢ halofuginonu w mgfkg w prébee oblicza si¢ wedlug nastepujacego wzoru:

cx 10
W=
m

gdzie:

¢ = stezenie w pg/ml halofuginonu w roztworze prébki

m = masa nawazki w g

Sprawdzenie wynikow
Sprawdzanie tozsamosci

Tozsamo$¢ analitu moze by¢ potwierdzona przez kochromatografi¢ lub zastosowanie detektora diodowego, przy
uzyciu ktérego poréwnuje si¢ widma ekstraktu probki i roztworu kalibracyjnego (3.6.2) zawierajacego
6,0 pg/ml.

Kochromatografia

Ekstrakt prébki jest fortyfikowany przez dodanie odpowiedniej ilosci roztworu kalibracyjnego (3.6.2). Ilos¢
dodanego halofuginonu musi by¢ podobna do tej w ekstrakcie probki.

Po uwzglednieniu zaréwno dodanej ilosci, jak i stopnia rozcieficzenia ekstraktu, zwigkszy¢ si¢ moze tylko
wysokos¢ piku halofuginonu. Szeroko$¢ piku w polowie jego wysokosci musi miesci¢ sie¢ w granicach 10 %
pierwotnej szerokosci.
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7.2.

7.3.

Detekcja diodowa

Wyniki sprawdza si¢ wedlug nastepujacych kryteriow:

a)  dlugos¢ fali odpowiadajaca maksymalnej absorpcji prébki i widm wzorcowych zapisana w punkcie
wierzcholka piku zarejestrowanego na chromatogramie musi by¢ taka sama, po uwzglednieniu marginesu
okre$lonego zdolnoscig rozdzielcza systemu detekcji. W przypadku detekcji diodowej zdolnosé
rozdzielcza miesci si¢ zazwyczaj w granicach +2 nm;

b)  w zakresie pomigdzy 225 a 300 nm prébka i widma wzorcowe zapisane w punkcie wierzcholka piku na
chromatogramie nie moga si¢ rozni¢ dla tych czesci widma w zakresie od 10 do 100 % wzglednej
absorbancji. Kryterium uwaza sie za spelnione, jezeli wystepuja te same maksymalne warto$ci i w ramach
zadnego z obserwowanych punktéw rozbiezno$¢ miedzy dwoma widmami nie jest wigksza niz 15 %
absorbancji wzorcowego analitu;

¢)  w zakresie od 225 do 300 nm widma wartosci rosnacych, szczytowych i malejacych ekstraktu probki nie
moga rozni¢ si¢ od siebie dla tych czgéci widma w zakresie od 10 do 100 % absorbancji wzglednej.
Kryterium uwaza si¢ za spelnione, jezeli wystepuja te same maksymalne wartoici i w ramach zadnego
z obserwowanych punktéw rozbiezno$¢ migdzy widmami nie jest wyzsza niz 15 % widma wartosci
SZCZYtowej.

Jezeli jedno z tych kryteriéw nie jest spetnione, obecno$¢ analitu nie jest potwierdzona.

Powtarzalnos¢

Réznica pomigdzy wynikami 2 réwnoleglych oznaczen wykonanych dla tej samej prébki nie moze przekraczad
0,5 mg/kg dla zawartoéci halofuginonu do 3 mg/kg.

Odzysk

W przypadku fortyfikowanej Slepej préby odzysk nie moze by¢ mniejszy niz 80 %.

Wyniki badai miedzylaboratoryjnych

W ramach wspétpracy o$miu laboratoriéw przeprowadzono analize (') trzech prébek.

Wyniki
Probka A
(Slepa) Probka B (maczka) Probka C (granulki)
Przy odbiorze
Przy odbiorze Po ZC;Cl}ilesiq— Przy odbiorze Po 2 miesigcach
Srednia [mg/kg] N.W. 2,80 2,42 2,89 2,45
S [mg/kg] — 0,45 0,43 0,40 0,42
CVg [%] — 16 18 14 17
Odzysk [%] 86 74 88 75

N.W. = nie wykryto
Sk = odchylenie standardowe powtarzalnosci
CVr = wspdlczynnik zmiennos$ci powtarzalnosci (%)

Odzysk (%) = odzysk (%)

E.  OZNACZANIE ROBENIDYNY

Chlorowodorek 1,3-bis[(4-chlorobenzylideno)amino]guanidyny

Cel i zakres stosowania metody

Metoda stuzy do oznaczania zawartosci robenidyny w paszach. Granica oznaczalno$ci wynosi 5 mg/kg.

(") ,The Analyst” 108 z 1983 r., s. 1 252-1 256
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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.

Spos6b przeprowadzenia metody

Probke poddaje si¢ ckstrakeji zakwaszonym metanolem. Ekstrakt osusza si¢, a podzielng cze$¢ oczyszcza na
kolumnie z tlenkiem glinu. Robenidyne z kolumny wymywa sie metanolem, zateza i uzupelnia do odpowiedniej
objetosci faza ruchoma. Robenidyne oznacza si¢ metoda chromatografii cieczowej (HPLC) z odwréconymi
fazami przy uzyciu detektora UV.

Odczynniki i roztwory

Metanol
Zakwaszony metanol

W kolbie miarowej o pojemnosci 500 ml umiesci¢ 4 ml kwasu chlorowodorowego (p o = 1,18 g/ml), uzupelni¢
do pelnej objetosci kolby metanolem (3.1) i zmieszaé. Roztwér nalezy przygotowaé bezposrednio przed
uzyciem.

Acetonitryl do HPLC

Sito molekularne

Typ 3A, granulki 8-12 mesh (granulki z glinokrzemianu krystalicznego 1,6-2,5 mm, $rednica poréw 0,3 mm).
Tlenek glinu 1 stopnia aktywnosci kwasowej do chromatografii

100 g tlenku glinu umiesci¢ w naczyniu i doda¢ 2 ml wody. Naczynie zakorkowal i wstrzasaC przez okoto
20 minut. Przechowywa¢ w dobrze zamknigtym naczyniu.

Roztwér dwuwodorofosforanu potasu (KH,PO,), ¢ = 0,025 mol/l

Rozpusci¢ 3,40 g dwuwodorofosforanu potasu w wodzie do HPLC w kolbie miarowej o pojemnosci 1 000 ml,
uzupelni¢ do pelnej objetosci kolby i zmieszac.

Roztwér wodorofosforanu dwusodu, ¢ = 0,025 mol/l

Rozpusci¢ 3,55 g bezwodnego lub 4,45 g dwuhydratu, lub 8,95 g dekahydratu wodorofosforanu dwusodu
w wodzie do HPLC w kolbie miarowej o pojemnosci 1 1, uzupelni¢ do pelnej objetosci kolby woda do HPLC
i zmieszac.

Faza ruchoma do HPLC

Zmieszaé razem:

650 ml acetonitrylu (3.3),

250 ml wody do HPLC,

50 ml roztworu dwuwodorofosforanu potasu (3.6),
50 ml roztworu wodorofosforanu dwusodu (3.7).

Filtrowaé przez filtr 0,22 pm (4.6) i odgazowac roztwér, np. poprzez zastosowanie ultradzwickoéw przez
10 minut.

Substancja wzorcowa
Czysta robenidyna: chlorowodorek 1,3-bis[(4-chlorobenzylideno)amino]guanidyny.
Roztwér wzorcowy podstawowy robenidyny: 300 pg/ml

Odwazy¢, z doktadnoscia do 0,1 mg, 30 mg substancji wzorcowej robenidyny (3.9). Rozpusci¢ w zakwaszonym
metanolu (3.2) w kolbie miarowej o pojemnosci 100 ml, uzupelni¢ do pelnej objetosci kolby tym
rozpuszczalnikiem i zmieszaé. Kolb¢ owina¢ folia aluminiows i przechowywaé w ciemnym miejscu.
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4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.4.1.

4.5.

4.6.

4.7.

5.1.

5.2.

Roztwér wzorcowy posredni robenidyny: 12 pg/ml

Przenie$¢ 10,0 ml roztworu wzorcowego podstawowego (3.9.1) do kolby miarowej o pojemnosci 250 ml,
uzupelni¢ do pelnej objetosci kolby faza ruchoma (3.8) i zmieszal. Kolbe owing¢ folia aluminiows
i przechowywaé w ciemnym miejscu.

Roztwory kalibracyjne

Do kolb miarowych o pojemnosci 50 ml przenies¢ 5,0, 10,0, 15,0, 20,0 i 25,0 ml roztworu wzorcowego
posredniego robenidyny (3.9.2). Uzupeki¢ do pelnej objetosci kolb faza ruchoma (3.8) i zmieszaé. Roztwory te
odpowiadaja odpowiednio 1,2, 2,4, 3,6, 4,8 1 6,0 pg/ml robenidyny. Roztwory te przygotowaé bezposrednio
przed uzyciem.

Woda do HPLC

Aparatura i sprzet

Kolumna szklana

Przygotowaé kolumne ze szkla oranzowego o Srednicy wewnetrznej od 10 do 15 mm i dlugosci 250 mm,
wyposazong w kran i zbiorniczek o pojemnosci okolo 150 ml.

Wstrzgsarka mechaniczna lub mieszadlo magnetyczne

Rotacyjna wyparka warstwowa

Wyposazenie do HPLC z detektorem UV lub diodowym pracujagcym w zakresie od 250 do 400 mm
Kolumna do chromatografii cieczowej: 300 mm x 4 mm, C;5, wypelnienie 10 pm lub réwnowazne
Filtr szklany (Whatman GF/A lub podobny)

Filtry membranowe, 0,22 pm

Filtry membranowe, 0,45 pm

Sposéb postepowania

Uwaga: Robenidyna jest wrazliwa na $wiatlo. Wszystkie czynnosci nalezy przeprowadzac z zastosowaniem szkla
0ranzowego.

Wskazéwki ogdlne

Slepa probe paszy nalezy przebadaé w celu sprawdzenia, czy nie zawiera robenidyny ani innych substancji
interferujacych.

Badanie odzysku nalezy przeprowadzi¢, analizujac $lepa probe paszy (5.1.1) fortyfikowanej przez dodanie
znanej ilosci robenidyny, o wadze zblizonej do tej, ktéra znajduje si¢ w prébee. Aby fortyfikowaé na poziomie
60 mg/kg, przenies¢ 3 ml roztworu wzorcowego podstawowego robenidyny (3.9.1) do kolby stozkowej
0 pojemnosci 250 ml. Odparowac roztwor w strumieniu azotu do okoto 0,5 ml. Dodaé 15 g Slepej préby paszy,
zmieszac i pozostawi¢ na 10 minut przed przejsciem do etapu ekstrakgji (5.2).

Uwaga: Slepa préba paszy musi by¢ podobna do badanej probki, a jej analiza nie moze potwierdza¢ obecnosci
robenidyny.

Ekstrakcja

Odwazy¢, z dokladnoscig do 0,01 g, 15 g wczeSniej przygotowanej probki. Odwazke umiescié w kolbie
stozkowej o pojemnosci 250 ml i doda¢ 100,0 ml zakwaszonego metanolu (3.2), zakorkowac i wstrzasaé przez
godzing na wytrzasarce (4.2). Roztwor filtrowaé przez filtr szklany (4.5), a filtrat zebra¢ do kolby stozkowej
o0 pojemnosci 150 ml. Doda¢ 7,5 g sita molekularnego (3.4), zamkna¢ i wstrzasa¢ przez 5 minut. Natychmiast
filtrowal przez filtr szklany. Roztwér poddaé oczyszcezaniu, w sposéb okreslony w 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 koncu szklanej kolumny chromatograficznej (4.1) zwitek szklanej waty i wbic ja, uzywajac
szklanego precika. Odwazy¢ 11,0 g tlenku glinu (3.5) i przenie$¢ do kolumny. Czynnos¢ te nalezy wykonywaé
tak, aby ograniczy¢ do minimum dzialanie powietrza atmosferycznego. Delikatnie postukaé w napelniong
kolumng od strony dna w celu osadzenia tlenku glinu.

Oczyszczanie probki

Uzywajac pipety, przenie$¢ do kolumny 5,0 ml ekstraktu probki otrzymanego w sposéb okreslony w pkt 5.2.
Zakonczenie pipety przylozy¢ blisko do $cianki kolumny i pozwoli¢, aby roztwér zostat wehtoniety przez tlenek
glinu. Wymy¢ robenidyne z kolumny przy uzyciu 100 ml metanolu (3.1) przy predkosci przeplywu od 2 do
3 ml na minute, a eluent zebra¢ do kolby okraglodennej o pojemnosci 250 ml. Na rotacyjnej wyparce
warstwowej (4.3) odparowa¢ roztwor metanolu do sucha, przy pomniejszonym ci$nieniu w temperaturze 40 °C.
Pozostatos¢ ponownie rozpusci¢ w od 3 do 4 ml fazy ruchomej (3.8) i przenies¢ iloSciowo do kolby miarowej
o pojemnosci 10 ml. Kolbe przemy¢ kilkakrotnie od 1 do 2 ml porcjami fazy ruchomej, a poptuczyny wlaé do
kolby miarowej. Uzupehi¢ do pelnej objetosci kolby tym samym rozpuszczalnikiem i zmieszaé. Podzielna cz¢§¢
jest filtrowana przez filtr membranowy 0,45 pum (4.7). Roztwor zastosowaé do oznaczania HPLC (5.4).

Oznaczanie HPLC
Parametry

Ponizsze parametry podano jako przykladowe; inne parametry moga by¢ zastosowane, o ile gwarantujg
otrzymanie réwnowaznych wynikéw:

Kolumna do chromatografii cieczowej (4.4.1),
Faza ruchoma do HPLC (3.8),

Predkos¢ przepltywu: 1,5 do 2 ml/min.,
Dlugos¢ fali przy detekcji: 317 nm,
Dozowana objeto$¢: 20 do 50 pl.

Sprawdzic stabilno$¢ systemu chromatograficznego, dozujac kilka razy roztwor kalibracyjny (3.9.3) zawierajacy
3,6 pg/ml, az do uzyskania statych wysokosci (powierzchni) piku i czaséw retencji.

Krzywa kalibracyjna

Zadozowac kilka razy kazdy z roztworéw kalibracyjnych (3.9.3) i okresli¢ wysokosci (powierzchnie) piku dla
kazdego stezenia. Wykresli¢ krzywa kalibracyjng, odkladajac Srednie wysokosci (powierzchnie) pikow
kalibracyjnych roztworéw na osi rz¢dnych oraz odpowiadajace im stezenia w pg/ml na osi odcigtych.

Roztwdr probki

Zadozowac kilka razy ekstrakt probki (5.3.2), stosujac taka sama objeto$¢ jak przy roztworach kalibracyjnych,
i okresli¢ Srednia wysokos¢ (powierzchnig) piku dla pikéw robenidyny.

Obliczanie wynikéw

Na podstawie $redniej wysokosci (powierzchni) pikéw robenidyny roztworu probki okresli¢ stezenie roztworu
prébki w pg/ml, odnoszac si¢ do krzywej kalibracyjnej (5.4.2).

Zawarto$¢ robenidyny (w mg/kg) w prébce oblicza si¢ wedlug nastepujacego wzoru:

c x 200
W=
m

gdzie:

¢ = stezenie w pg/ml robenidyny w roztworze probki

m = masa nawazki w g
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Sprawdzenie wynik6w
Sprawdzanie tozsamosci

Tozsamo$¢ analitu moze by¢ potwierdzona przez kochromatografi¢ lub zastosowanie detektora diodowego, przy
uzyciu ktorego poréwnuje siec widma ekstraktu prébki i roztworu kalibracyjnego (3.9.3) zawierajacego 6 pg/ml.

Kochromatografia

Ekstrakt probki jest fortyfikowany przez dodanie odpowiedniej iloci roztworu kalibracyjnego (3.9.3). Illos¢
dodanej robenidyny musi by¢ poréwnywalna do ilosci robenidyny w ekstrakcie prébki.

Po uwzglednieniu zar6wno dodanej ilosci, jak i rozcieficzenia ekstraktu, zwigkszy¢ si¢ moze tylko wysokos¢ piku
robenidyny. Szeroko$¢ piku w polowie jego maksymalnej wysokoSci musi miesci¢ si¢ w granicach + 10 %
pierwotnej szerokosci.

Detekcja diodowa

Wyniki sprawdza si¢ wedlug nastepujacych kryteriow:

a)  dlugos¢ fali odpowiadajaca maksymalnej absorpcji prébki i widm wzorcowych zapisana w punkcie
wierzchotka piku zarejestrowanego na chromatogramie musi by¢ taka sama, po uwzglednieniu marginesu
okreslonego zdolnoscig rozdzielcza systemu detekcji. W przypadku detekcji diodowej zdolno$é
rozdzielcza miesci si¢ zazwyczaj w granicach 2 nm;

b)  w zakresie pomigdzy 250 a 400 nm prébka i widma wzorcowe zapisane w punkcie wierzchotka piku na
chromatogramie nie moga si¢ rézni¢ dla tych cze$ci widma w zakresie od 10 do 100 % wzglednej
absorbangji. Kryterium uwaza si¢ za spelnione, jezeli wystepuja te same maksymalne wartosci i w ramach
zadnego z obserwowanych punktéw rozbiezno§¢ miedzy 2 widmami nie jest wicksza niz 15 %
absorbancji wzorcowego analitu;

o) wzakresie od 250 do 400 nm widma warto$ci rosnacych, szczytowych i malejacych ekstraktu prébki nie
mogg réznic si¢ od siebie dla tych cz¢ici widma w zakresie od 10 do 100 % absorbancji wzglednej.
Kryterium uwaza si¢ za spelnione, jezeli wystepuja te same maksymalne wartosci i w ramach zadnego
z obserwowanych punktéw rozbiezno$¢ miedzy 2 widmami nie jest wyzsza niz 15 % widma warto$ci
SzCZytowej.

Jezeli jedno z tych kryteriéw nie jest spetnione, obecno$¢ analitu nie jest potwierdzona.
Powtarzalnos¢

Réznica pomigdzy wynikami dwoch réwnoleglych oznaczen wykonanych dla tej samej prébki nie moze
przekracza¢ 10 % najwyzszego wyniku dla zawarto$ci robenidyny powyzej 15 mg/kg.

Odzysk

W przypadku fortyfikowanej Slepej préby paszy odzysk nie moze by¢ mniejszy niz 85 %.

Wyniki badain miedzylaboratoryjnych

W ramach prowadzonej z inicjatywy Wsp6lnoty wspélpracy 12 laboratoriéw przeprowadzono analize 4 probek

paszy dla drobiu i krélikéw, w postaci maczki lub granulatu. Analize kazdej 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
CV; [%] 5,4 4,5 3,3 4,1
S [mg/kg] 4,36 3,36 4,61 3,91
CVy [%] 16,1 12,0 10,6 9,7
Odzysk [%] 90,0 93,3 87,2 80,2

s, = odchylenie standardowe powtarzalnosci
CV, = wspolezynnik zmiennosci powtarzalnosci, %
Sk = odchylenie standardowe odtwarzalnosci
CVr = wspodlezynnik zmiennosci odtwarzalnosci, %
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F.  OZNACZANIE DIKLAZURILU

(+)-4-chlorofenylo[ 2,6-dwuchloro-4-(2,3,4, 5-tetrahydro- 3, 5-diokso-1,2,4-triazyno-2-yl)fenylo]acetonitryl

Cel i zakres stosowania metody

Metoda stuzy do oznaczania zawartosci diklazurilu w paszach i premiksach. Granica wykrywalnosci wynosi
0,1 mg/kg, granica oznaczalnosci 0,5 mg/kg.

Spos6b przeprowadzenia metody

Po dodaniu wzorca wewngtrznego probka jest ekstrahowana zakwaszonym metanolem. W przypadku pasz
podzielna czgs¢ ekstraktu zostaje oczyszczona na wypelnieniu ekstrakcyjnym fazy stalej Cyg. Diklazuril jest
eluowany z wypelienia mieszaning zakwaszonego metanolu i wody. Po odparowaniu pozostalos¢ jest
rozpuszczana w DMF/woda. W przypadku premikséw ekstrakt jest odparowywany, a pozostalo$¢ rozpuszczana

w DMF|woda. Zawarto$¢ diklazurilu jest oznaczana w ukladzie podwdjnego gradientu faz odwréconych
wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) z zastosowaniem detektora UV.

Odczynniki i roztwory

Woda do HPLC

Octan amonu

Kwasny siarczan tetrabutyloamoniowy (TBHS)
Acetonitryl do HPLC

Metanol do HPLC

N, N-dwumetyloformamid (DMF)

Kwas chlorowodorowy, pyo = 1,19 g/ml

Substancja wzorcowa: diklazuril 1I-24: (+)-4-chlorofenylo[2,6-dwuchloro-4-(2,3,4,5-tetrahydro-3,5-diokso-
1,2,4-triazyno-2-yl) fenylolacetonitryl o gwarantowanej czystosci, E 771.

Roztwdér wzorcowy podstawowy diklazurilu, 500 pg/ml

Odwazy¢, z doktadnoscig do 0,1 mg, 25 mg substancji wzorcowej (3.8), do kolby miarowej o pojemnosci 50 ml.
Rozpusci¢ w DMF (3.6), uzupehic¢ do pelnej objetosci kolby tym samym DMF (3.6) i zmieszal. Kolbg owinaé
folig aluminiowa lub uzy¢ kolby ze szkla oranzowego i przechowywal w lodéwce. W temperaturze < 4 °C
roztwor zachowuje stabilno$¢ do miesigca.

Roztwoér wzorcowy diklazurilu, 50 pg/ml

Przenies¢ 5,00 ml roztworu wzorcowego podstawowego (3.8.1) do kolby miarowej o pojemnosci 50 ml,
uzupelni¢ do pelnej objetosci kolby DMF (3.6) i zmieszad. Kolbe owina¢ folig aluminiowg lub uzy¢ kolby ze szkla
oranzowego i przechowywa¢ w lodowce. W temperaturze < 4 °C roztwér zachowuje stabilnos¢ do miesigca.

Substancja wzorcowa wewngtrzna: 2,6-dwuchloro-a-(4-chlorofenylo)-4-(4,5dihydro-3,5-diokso-1,2,4-triazyno-
2(3H) -yl) a-metylobenzeno-acetonitryl

Roztwdr wewngtrznego wzorca podstawowego, 500 pg/ml

Odwazy¢, z dokladnoscia do 0,1 mg, 25 mg substancji wzorcowej wewnetrznej (3.9), do kolby miarowej
o pojemnosci 50 ml. Rozpuscié w DMF (3.6), uzupelni¢ do pelnej objetosci kolby tym samym DMF (3.6)
i zmieszaé. Kolb¢ owina¢ folig aluminiowa lub uzy¢ kolby ze szkla oranzowego i przechowywaé w lodéwee.
W temperaturze < 4 °C roztwor zachowuje stabilno$¢ przez miesigc.

Roztwér wzorca wewnetrznego, 50 pg/ml

Przenie$¢ 5,00 ml roztworu wewnetrznego wzorca podstawowego (3.9.1) do kolby miarowej o pojemnosci
50 ml, uzupei¢ do pelnej objetosci kolby DMF (3.6) i zmieszal. Kolbe owina¢ folig aluminiows lub uzy¢ kolby
ze szkla oranzowego i przechowywaé w lodéwce. W temperaturze < 4 °C roztwér zachowuje stabilno$¢ przez
miesigc.
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Roztwér wzorca wewnetrznego dla premikséw, p/1 000 mg/ml
(p = nominalna zawarto$¢ diklazurilu w premiksie w mg/kg)

Odwazy¢, z dokladnoscia do 0,1 mg, p/10 mg substancji wzorca wewngtrznego do kolby miarowej
o0 pojemnosci 100 ml, rozpusci¢ w DMF (3.6) w azni ultradZwigkowej (4.6), uzupekni¢ do pelnej objetosci kolby
tym samym DMF i zmieszaé. Kolbg¢ owingé¢ folia aluminiowa lub uzy¢ kolby ze szkla oranzowego
i przechowywaé w lodowce. W temperaturze < 4 °C roztwor zachowuje stabilno$¢ przez miesigc.

Roztwér kalibracyjny, 2 pg/ml.

Odmierzy¢ pipeta 2,00 ml roztworu wzorcowego diklazurilu (3.8.2) i 2,00 ml roztworu wzorca wewngtrznego
(3.9.2) do kolby miarowej o pojemnosci 50 ml. Doda¢ 16 ml DMF (3.6), uzupelni¢ do pelnej objetosci kolby
wodg i zmieszaé. Roztwor sporzadzaé bezposrednio przed uzyciem.

Cys, wypelnienie ekstrakcyjne fazy stalej; proponuje si¢ zastosowaé Bond Elut, rozmiar: 1 cc, masa sorbentu:
100 mg.

Rozpuszczalnik ekstrakeyjny: zakwaszony metanol.

Odmierzy¢ pipeta 5,0 ml kwasu chlorowodorowego (3.7) do 1 000 ml metanolu (3.5) i zmieszaé.
Faza ruchoma do HPLC.

Eluent A: octan amonu — roztwér kwasnego siarczanu tetrabutyloamonu.

Rozpusci¢ 5 g octanu amonu (3.2) i 3,4 g TBHS (3.3) w 1 000 ml wody (3.1) i zmieszac.

Eluent B: acetonitryl (3.4).

Eluent C: metanol (3.5).

Aparatura i sprzet

Wstrzgsarka mechaniczna

Sprzgt do HPLC przy potréjnym gradiencie

Kolumna do chromatografii cieczowej, Hypersil ODS, wypehienie 3 pm, 100 mm x 4,6 mm lub réwnowazne
Detektor UV z regulacjg dtugosci fal lub detektor diodowy

Rotacyjna wyparka warstwowa

Filtr membranowy, 0,45 pm

Rozdzielnik prézni do jednoczesnej prozniowej izolacji

Laznia ultradzwickowa

Sposéb postepowania

Wskazéwki ogdlne

Slepa préba paszy

Nalezy przeprowadzi¢ analize Slepej proby paszy w celu sprawdzenia, czy nie zawiera ona diklazurilu ani

substangji interferujacych. Slepa proba paszy musi by¢ podobna do badanej prébki, a jej analiza nie moze
potwierdza¢ obecnosci diklazurilu i substangji interferujacych.

Badanie odzysku

Badanie odzysku nalezy przeprowadzié, analizujgc Slepa probe paszy, fortyfikowana przez dodanie znanej ilosci
diklazurilu, o wadze zblizonej do tej, ktéra znajduje si¢ w prébee. Aby fortyfikowac na poziomie 1 mg/kg, dodaé
0,1 ml roztworu wzorcowego podstawowego (3.8.1) do 50 g Slepej préby paszy, zmieszaé i pozostawi¢ na
10 minut, kilkakrotnie mieszajac, przed przejSciem do etapu ekstrakgji (5.2).
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Jezeli nie mozna przeprowadzi¢ badania $lepej proby paszy podobnej do badanej prébki (zob. pkt 5.1.1),
badanie odzysku mozna przeprowadzi¢ stosujac metod¢ dodawania wzorca. W tym przypadku przeznaczona do
analizy prébka jest fortyfikowana przez dodanie znanej ilosci diklazurilu o wadze zblizonej do tej, ktéra znajduje
si¢ w analizowanej probcee. Probke te poddaje si¢ analizie wraz z niefortyfikowana probka, a odzysk moze by¢
obliczony przez odjecie od prébki fortyfikowanej masy probki niefortyfikowane;.

Ekstrakcja
Pasze

Odwazy¢, z doktadnoscia do 0,01 g, 50 g prébki. Przenies¢ do kolby stozkowej o pojemnosci 500 ml, dodaé
1 ml roztworu wzorca wewnetrznego (3.9.2), 200 ml rozpuszczalnika ekstrakcyjnego (3.12) i zamkna¢ kolbe
korkiem. Wstrzgsa¢ mieszaning na wstrzgsarce (4.1) przez noc. Pozostawi¢ na 10 minut do odstania. Przela¢
20 ml podzielnej czgici supernatantu do odpowiedniego szklanego naczynia i rozcienczy¢ 20 ml wody.
Przenies¢ ten roztwor na wypehienie ekstrakcyjne (3.11) i przepusci¢ przez to wypelnienie, stosujac rozdzielnik
prozni (4.5). Przeptukaé wypelnienie 25 ml mieszaniny rozpuszczalnika ekstrakcyjnego (3.12) i wody, 65 + 35
(V + V). Odrzuci¢ zebrane frakcje i eluowad zwiazki, stosujac 25 ml mieszaniny rozpuszczalnika ekstrakcyjnego
(3.12) i wody, 80 + 20 (V + V). Odparowac te frakcje do osuszenia przy zastosowaniu rotacyjnej wyparki (4.3)
w temperaturze 60 °C. Rozpuscic suchg pozostalos¢ w 1,0 ml DMF (3.6), doda¢ 1,5 ml wody (3.1) i zmieszac.
Przefiltrowaé przez filtr membranowy (4.4). Przystapi¢ do oznaczania HPLC (5.3).

Premiksy

Odwazy¢, z dokladnoscig do 0,001 g, 1 g prébki. Przeniesé¢ do kolby stozkowej o pojemnosci 500 ml, dodaé
1,00 ml roztworu wzorca wewnetrznego (3.9.3), 200 ml rozpuszczalnika ekstrakcyjnego (3.12) i zamkna¢ kolbe
korkiem. Wstrzasa¢ mieszaning na wstrzasarce (4.1) przez noc. Pozostawi¢ na 10 minut do odstania. Przenie§¢
podzielng czg$¢ 10 000/p ml (p = nominalna zawarto$¢ 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 rotacyjnej wyparki (4.3). Ponownie rozpusci¢ suchg pozostatosé¢ w 10,0 ml
DMEF (3.6), doda¢ 15,0 ml wody (3.1) i zmieszaé. Przystapi¢ do oznaczania HPLC (5.3).

Oznaczanie HPLC
Parametry

Ponizsze parametry podano jako przykladowe; inne parametry mogg by¢ zastosowane, o ile gwarantujg
otrzymanie réwnowaznych wynikow.

Kolumna do chromato- 100 x 4,6 mm, Hypersil ODS, wypehnie-
grafii cieczowej (4.2.1): nie 3 pm lub réwnowazne

Faza ruchoma: Eluent A (3.13.1): wodny roztwér octanu amonu i kwasnego
siarczanu tetrabutyloamoniowego
Eluent B (3.13.2): acetonitryl
Eluent C (3.13.3): metanol
Elucja: —  gradient liniowy

—  warunki poczgtkowe: A + B+ C =60+ 20+ 20 (V+V +V)

—  po 10 minutach frakcjonowanie przez 30 minut do: A + B+ C =45 + 20 + 35
V+V+V).
Pluka¢ eluentem B przez 10 minut.
Predkos$¢ przeplywu: 1,5-2 ml/min
Dozowana objeto$c: 20 pl
Dlugos¢ fali przy detek- 280 nm
cji

Sprawdzic stabilnos¢ systemu chromatograficznego, dozujac kilka razy roztwér kalibracyjny (3.10) zawierajacy
2 pg/ml, az do uzyskania statych wysokosci (powierzchni) piku i czaséw retenciji.

Roztwér kalibracyjny

Zadozowac kilka razy 20 pl roztworu kalibracyjnego (3.10) i okresli¢ Srednig wysoko$¢ (powierzchnie) piku
diklazurilu i wewnetrzne wzorcowe pikow.

Roztwér probki

Zadozowac kilka razy 20 pl roztworu prébki (5.2.1 lub 5.2.2) i okresli¢ $rednia wysoko$¢ (powierzchnie) piku
diklazurilu i wewnetrzne wzorcowe pikéw.
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Obliczanie wynikéw
Pasze

Zawarto$¢ diklazurilu w probee (w mg/kg) oblicza si¢ wedlug nastepujacego wzoru:

_ hd,s X hi,c Cde X 10V
Thexhy < m [mg/kg]

gdzie:

powierzchnia) piku diklazurilu w roztworze prébki (5.2.1)

powierzchnia) piku wzorca wewnetrznego w roztworze probki (5.2.1)

hge = wysoko$¢ (powierzchnia) piku diklazurilu w roztworze kalibracyjnym (3.10)

hi. = wysoko$¢ (powierzchnia) piku wzorca wewnetrznego w roztworze kalibracyjnym (3.10)
cae = stezenie w pg/ml diklazurilu w roztworze kalibracyjnym (3.10)

hgs = wysokosé
his = wysokosé

o~~~ —

m = masa nawazki w g
\ objetos¢ ekstraktu prébki zgodna z pkt 5.2.1 (tj. 2,5 ml)

Premiksy

Zawarto$¢ diklazurilu w probee (w mgfkg) obliczy¢ wedlug nastepujacego wzoru:

hgg x hic ¢ gcx 0,02V x p
= X
hi,s X hd,c m

[mg/kg]

gdzie:

hge = wysoko$¢ (powierzchnia) piku diklazurilu w roztworze kalibracyjnym (3.10)

hj. = wysokos¢ (powierzchnia) piku wzorca wewngtrznego w roztworze kalibracyjnym (3.10)
hgs = wysoko$¢ (powierzchnia) piku diklazurilu w roztworze prébki (5.2.2)

hi; = wysoko$¢ (powierzchnia) piku wzorca wewnetrznego w roztworze probki (5.2.2)

cac = stezenie w pg/ml diklazurilu w roztworze kalibracyjnym (3.10)

m = masa nawazki w g
V = objetos¢ ekstraktu probki zgodna z pkt 5.2.2 (tj. 25 ml)
p = nominalna zawarto$¢ w mgfkg diklazurilu w premiksie

Sprawdzenie wynikow
Sprawdzenie tozsamosci

Tozsamo$¢ analitu moze by¢ potwierdzona przez kochromatografi¢ lub zastosowanie detektora diodowego, przy
uzyciu ktérego poréwnuje si¢ widma ekstraktu prébki (5.2.1 lub 5.2.2) i roztworu kalibracyjnego (3.10).

Kochromatografia

Ekstrakt probki (5.2.1 lub 5.2.2) fortyfikuje si¢ przez dodanie odpowiedniej ilosci roztworu kalibracyjnego (3.10)
Tlos¢ dodanego diklazurilu musi odpowiada¢ ilosci diklazurilu znajdujacej si¢ w ekstrakcie probki.

Po uwzglednieniu zaréwno dodanej iloSci, jak i stopnia rozcieficzenia ekstraktu, zwigkszy¢ si¢ moze tylko
wysoko$¢ piku diklazurilu i piku wzorca wewnetrznego. Szeroko$¢ piku w potowie jego wysokosci musi miescic
sic w granicach * 10% pierwotnej szerokoSci piku diklazurilu lub piku wzorca wewnetrznego
niefortyfikowanego ekstraktu prébki.

Detekcja diodowa

Wyniki sprawdza si¢ wedlug nastepujacych kryteriw:

a)  dlugo$¢ fali odpowiadajaca maksymalnej absorpcji prébki i widm wzorcowych zapisana w punkcie
wierzcholka piku zarejestrowanego na chromatogramie musi by¢ taka sama, po uwzglednieniu marginesu
okre$lonego zdolnoscig rozdzieleza systemu detekcji. W przypadku detekcji diodowej zdolnosé
rozdzielcza miesci si¢ zazwyczaj w granicach +2 nm;

b)  w zakresic od 230 do 320 nm prébka i widma wzorcowe zapisane w punkcie wierzchotka piku na
chromatogramie nie moga si¢ rozni¢ dla tych cz¢éci widma w zakresic od 10 do 100 % wzglednej
absorbangji. Kryterium uwaza si¢ za spelnione, jezeli wystepuja te same maksymalne wartosci i w ramach
zadnego z obserwowanych punktéw rozbiezno§¢ miedzy 2 widmami nie jest wicksza niz 15 %
absorbancji wzorcowego agalitu;
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7.2.

7.3.

¢)  w zakresie od 230 do 320 nm widma wartosci rosnacych, szczytowych i malejacych ekstraktu probki nie
moga réznic si¢ od siebie dla tych czgici widma w zakresie od 10 do 100 % absorbancji wzglednej.
Kryterium uwaza si¢ za spelnione, jezeli wystepuja te same maksymalne warto$ci i w ramach zadnego
z obserwowanych punktéw rozbiezno$¢ miedzy 2 widmami nie jest wicksza niz 15 % absorbancji widma

wartosci szczytowej.

Jezeli jedno z tych kryteriéw nie jest spetnione, obecno$¢ analitu nie jest potwierdzona.

Powtarzalnosé

Roznica pomigdzy wynikami dwoch réwnoleglych oznaczenn wykonanych dla tej samej probki nie moze

przekraczaé:

— 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 do 5 mg/kg,

— 15 % wzgledem wyzszej wartosci, dla zawartosci diklazurilu powyzej 5 mg/kg.

Odzysk

W przypadku fortyfikacji $lepej proby lub préby paszy odzysk musi wynosi¢ co najmniej 80 %.

Wyniki badafn miedzylaboratoryjnych

W ramach wspélpracy 11 laboratoriéw przeprowadzono analize 5 prébek. Byly to probki z dwéch premikséw;
jeden byt wymieszany z gtéwnym skladnikiem organicznym (O 100), a drugi z gléwnym skladnikiem
nieorganicznym (A 100). Zawarto$¢ teoretyczna diklazurilu wynosita 100 mg/kg, trzy mieszanki pasz dla drobiu
zostaly sporzadzone przez 3 réznych producentéw (NL) (L1/Z1/K1). Teoretyczna zawarto$¢ diklazurilu wynosita
1 mg/kg. Analiz¢ kazdej prébki przeprowadzono raz lub dwukrotnie. (Bardziej szczegétowe informacje
dotyczace tej analizy mozna znalezé w Journal of AOAC International, tom 77, nr 6, 1994, s. 1359-1361).

W ponizszej tabeli podano wyniki przeprowadzonych badan.

Prébka 1 Prébka 2 Prébka 3 Prébka 4 Prébka 5
A 100 O 100 L1 71 K1
L 11 11 11 11 6
n 19 18 19 19 12
Srednia 100,8 103,5 0,89 1,15 0,89
S: (mg/kg) 5,88 7,64 0,15 0,02 0,03
CV, (%) 5,83 7,38 17,32 1,92 3,34
Sx (mgfke) 7,59 7,64 0,17 0,11 0,12
CVy (%) 7,53 7,38 18,61 9,67 13,65
Zawarto$¢ nominalna 100 100 1 1 1
(mgfkg)
= liczba laboratoriéw
= liczba pojedynczych wartosci
S, = odchylenie standardowe powtarzalnoci
CV, = wspodlczynnik zmienno$ci powtarzalnosci
Sk = odchylenie standardowe odtwarzalnoci
CVy = wspélezynnik zmiennosci odtwarzalnosci
Objasnienia

Nalezy uprzednio wykazaé, ze reakcja diklazurilu jest liniowa w zakresie mierzonych stezen.

G.  OZNACZANIE SOLI SODOWE] LASALOCIDU

S6l sodowa polieterowego monokarboksylowego kwasu wytwarzanego przez Streptomyces lasaliensis
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3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

3.10.1.

3.10.2.

Cel i zakres stosowania metody

Metoda stuzy do oznaczania zawartosci soli sodowej lasalocidu w paszach i premiksach. Granica wykrywalnosci
wynosi 5 mgfkg, granica oznaczalnosci 10 mg/kg.

Sposéb przeprowadzenia metody

S6l sodowa lasalocidu jest ekstrahowana z prébki zakwaszonym metanolem i oznaczana metoda
wysokosprawnej chromatografii cieczowej z fazag odwrécong (HPLC) przy wykorzystaniu detektora
spektrofluorometrycznego.

Odczynniki i roztwory

Dwuwodorofosforan potasu (KH,PO,).

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

Roztwér kwasu ortofosforowego, ¢ = 20 %.

Rozcieniczy¢ 23,5 ml kwasu ortofosforowego (3.2) woda do objetosci 100 ml.

6-metylo-2-heptyloamina(1,5-dwumetyloheksyloamina), w (w/w) = 99 %.

Metanol do HPLC.

Kwas chlorowodorowy, gestos¢ = 1,19 g/ml.

Roztwér buforu fosforanowego, ¢ = 0,01 mol/l.

Rozpusci¢ 1,36 g KH,PO, (3.1), w 500 ml wody (3.11), doda¢ 3,5 ml kwasu ortofosforowego (3.2) i 10,0 ml
6-metylo-2-heptyloaminy (3.4). Dostosowaé pH do 4,0 przy uzyciu roztworu kwasu ortofosforowego (3.3)
i rozcienczy¢ woda (3.11) do objetosci 1 000 ml.

Zakwaszony metanol.

Przenies¢ 5,0 ml kwasu chlorowodorowego (3.6) do kolby miarowej o pojemnosci 1 000 ml, uzupehic¢ do
pelnej objetosci kolby metanolem (3.5) i zmieszaé. Roztwor przygotowaé bezposrednio przed uzyciem.

Faza ruchoma HPLC: mieszanina roztworu buforu fosforanowego i metanolu w stosunku 5 + 95 (V +V).

Zmiesza¢ 5 ml roztworu buforu fosforanowego (3.7) i 95 ml metanolu (3.5).

Substancja wzorcowa soli sodowej lasalocidu o gwarantowanej czystosci, C;4Hs30gNa (s6l sodowa
polieterowego monokarboksylowego kwasu wytwarzanego przez Streptomyces lasaliensis), E 763.

Podstawowy roztwdr wzorcowy soli sodowej lasalocidu, 500 pg/ml

Zwazy¢, z dokladnoscig do 0,1 mg, 50 mg soli sodowej lasalocidu (3.10) do kolby miarowej o pojemnosci
100 ml, rozpuéci¢ w zakwaszonym metanolu (3.8), uzupeli¢ do pelnej objetosci kolby tym samym
rozpuszczalnikiem i zmieszac. Roztwor przygotowaé bezposrednio przed uzyciem.

Roztwdr wzorcowy posredni soli sodowej lasalocidu, 50 pg/ml

Przenie$¢ pipeta 10,0 ml podstawowego roztworu wzorcowego soli sodowej lasalocidu (3.10.1) do kolby
miarowej o pojemnosci 100 ml, uzupeié do pelnej objetosci kolby zakwaszonym metanolem (3.8) i zmieszac.
Roztwér przygotowal bezposrednio przed uzyciem.



26.2.2009 Dziennik Urzedowy Unii Europejskiej L 54/91

3.10.3. Roztwory kalibracyjne

Do kolb miarowych o pojemnosci 50 ml przenies¢ 1,0, 2,0, 4,0, 5,0 i 10,0 ml roztworu wzorcowego
posredniego (3.10.2). Uzupelni¢ do pelnej objetosci kolb zakwaszonym metanolem (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 przygotowaé
bezposrednio przed uzyciem.

3.11. Woda do HPLC.

4. Aparatura i sprzet

4.1. taznia ultradzwigkowa lub wibracyjna faznia wodna, z mozliwo$cia kontroli temperatury.

4.2. Filtry membranowe, 0,45 pm.

4.3. Zestaw HPLC z systemem dozowania, umozliwiajacy dozowanie 20 pl.

4.3.1. K/olumna .do chromatografii cieczowej: 125 mm x 4 mm, faza odwrécona Cig, wypelnienie 5 pm lub
réwnowazne

4.3.2. Spektrofluorymetr o zmiennej fali, z mozliwo$cig zmiany dtugosci fal wzbudzenia i emisji

5. Sposéb postepowania

5.1. Objasnienia

5.1.1. Slepa préba

W celu przeprowadzenia badania odzysku (5.1.2) nalezy przeprowadzi¢ analiz¢ Slepej préby paszy w celu
sprawdzenia, czy badana pasza nie zawiera lasalocidu ani substangji interferujacych. Pasza uzyta do Slepej proby
musi by¢ podobna do probki paszy badanej i nie moze zawiera¢ lasalocidu sodu ani interferujacych substancji.

5.1.2. Badanie odzysku

Badanie odzysku nalezy przeprowadzi¢, analizujac $lepg probe paszy fortyfikowang przez dodanie znanej ilosci
soli sodowej lasalocidu, o wadze zblizonej do tej, ktéra znajduje si¢ w probee. Aby fortyfikowaé na poziomie
100 mg/kg, doda¢ 10,0 ml podstawowego roztworu wzorcowego (3.10.1) do kolby stozkowej o pojemnosci
250 ml i odparowa¢ roztwor do objetosci okoto 0,5 ml. Dodaé 50 g Slepej proby paszy, zmiesza¢ i pozostawi¢
na 10 minut, a nastgpnie kilkakrotnie zamieszac i przej$¢ do etapu ekstrakcji (5.2).

Jezeli nie mozna przeprowadzi¢ badania $lepej proby paszy podobnej do badanej prébki (zob. pkt 5.1.1),
badanie odzysku mozna przeprowadzi¢, stosujac metode dodawania wzorca. W tym przypadku przeznaczona
do analizy prébka jest fortyfikowana przez dodanie znanej ilosci soli sodowej lasalocidu, o wadze zblizonej do
tej, ktéra znajduje si¢ w analizowanej prébce. Probke t¢ poddaje si¢ analizie wraz z niefortyfikowang probka,
a odzysk moze by¢ obliczony przez odjecie od probki fortyfikowanej masy probki niefortyfikowanej.

5.2. Ekstrakcja
5.2.1. Pasze

Zwazy¢, z dokladnoécig do 0,01 g, od 5 g do 10 g prébki do wyposazonej w korek kolby stozkowej
o pojemnosci 250 ml. Dodaé przy uzyciu pipety 100,0 ml zakwaszonego metanolu (3.8). Zamkna¢ luzno
korkiem i zamiesza¢ w celu rozproszenia. Umiesci¢ kolbe w tazni ultradZwigkowej (4.1) w temperaturze okoto
40 °C na 20 minut, nastgpnie wyja¢ i schtodzi¢ do temperatury pokojowej. Pozostawi¢ kolbg na okoto godzing,
dopdki suspensja nie opadnie, nastgpnie przefiltrowaé podzielna cz¢$¢ przez filtr membranowy 0,45 pm (4.2) do
odpowiedniego naczynia. Przystapi¢ do oznaczania HPLC (5.3).

5.2.2. Premiksy

Odwazy¢, z dokladnoscig do 0,001 g, okoto 2 g nierozdrobnionego premiksu do kolby miarowej o pojemnosci
250 ml. Doda¢ 100,0 ml zakwaszonego metanolu (3.8) i zamiesza¢ w celu rozproszenia. Umiesci¢ kolbe
z zawarto$cia w lazni ultradZwickowej (4.1) w temperaturze okolo 40 °C na 20 minut, nastgpnie wyjaé
i schlodzi¢ do temperatury pokojowej. Uzupelni¢ do pelnej objetosci kolb zakwaszonym metanolem (3.8)
i dokladnie zmiesza¢. Pozostawi¢ kolbe na okoto godzine, dopéki suspensja nie opadnie, nastgpnie przefiltrowaé
podzielng cze$¢ przez filtr membranowy 0,45 pm (4.2). Rozcieficzy¢ odpowiednia objeto$¢ klarownego filtratu
przy uzyciu zakwaszonego metanolu (3.8) w celu otrzymania finalnego testowego roztworu zawierajacego
okoto 4 pg/ml soli sodowej lasalocidu. Przystapi¢ do oznaczania HPLC (5.3).
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5.3.

6.1.

6.2.

7.1.

Oznaczanie HPLC
Parametry

Ponizsze parametry podano jako przykladowe; inne parametry moga by¢ zastosowane, o ile gwarantuja
otrzymanie réwnowaznych wynikow:

Kolumna do chromato- 125 mm x 4 mm, faza odwrécona Cyg, wypelnienie 5 pm lub réwnowazne
grafii cieczowej (4.3.1):

Faza ruchoma (3.9): Mieszanina roztworu buforu fosforanowego (3.7) i metanolu (3.5), 5+95 (V+V)
Predkos$¢ przeplywu: 1,2 ml/min
Dlugos¢ fali przy detek-

qji:
Wzbudzenie: 310 nm
Emisja: 419 nm

Dozowana objgtosé: 20 pl

Sprawdzi¢ stabilno$¢ systemu chromatograficznego, dozujac kilkakrotnie roztwér kalibracyjny (3.10.3)
zawierajacy 4 pg/ml, az do uzyskania stalych wysokosci (powierzchni) piku i czaséw retencji.

Krzywa kalibracyjna
Zadozowac kilka razy kazdy z kalibracyjnych roztworéw (3.10.3) i okresli¢ $rednie wysokosci (powierzchnie)

piku dla kazdego stezenia. Wykresli¢ krzywa kalibracyjna, odktadajac Srednie wysokosci (powierzchnie) piku na
osi rzgdnych oraz odpowiadajace im st¢zenia w ug/ml na osi odcigtych.

Roztwdr probki

Zadozowa¢ kilka razy ekstrakt probki (5.2.1 lub 5.2.2) stosujac taka sama objetos¢ jak przy kalibracyjnych
roztworach, i okresli¢ $rednia wysokos¢ (powierzchnig) piku dla pikéw soli sodowej lasalocidu.

Obliczanie wynikéw

Na podstawie Sredniej wysokosci (powierzchni) piku otrzymanej po zadozowaniu roztworu probki (5.3.3)
okresli¢ stezenie soli sodowej lasalocidu w pg/ml, odnoszac si¢ do krzywej kalibracyjnej.

Pasze

Zawarto$¢ soli sodowej lasalocidu w mg/kg w probee oblicza si¢ wedtug nastepujacego wzoru:

B Cc X V]
W= g

gdzie:

¢ = stezenie w pg/ml soli sodowej lasalocidu w roztworze prébki (5.2.1)
V; = objetos¢ w ml ekstraktu prébki (5.2.1) (. 100 ml)
m = masa nawazki w g

Premiksy

Zawarto$¢ soli sodowej lasalocidu, w mg/kg, w probce obliczy¢ wedtug nastepujacego wzoru:

cxVy xf
w=-""2"" [mg]kg]

gdzie:

¢ = stezenie w pg/ml soli sodowej lasalocidu w roztworze prébki (5.2.2)
V, = objetos¢ w ml ekstraktu probki zgodny z pkt 5.2.2 (tj. 250 ml)

f = wspélczynnik rozcieiczania zgodny z pkt 5.2.2

m = masa nawazki w g

Sprawdzenie wynikow
Sprawdzenie tozsamosci

Metody bazujace na detekeji spektrofluorometrycznej s3 mniej podatne na interferencje niz metody
z zastosowaniem detekeji UV. Tozsamo$¢ analitu moze by¢ potwierdzona przez kochromatografie.
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7.3.

Kochromatografia

Ekstrakt probki (5.2.1 lub 5.2.2) jest fortyfikowany przez dodanie odpowiedniej ilosci roztworu kalibracyjnego
(3.10.3). Tlo§¢ dodanej soli sodowej lasalocidu musi odpowiadaé ilosci soli sodowej lasalocidu w ekstrakcie
probki. Po uwzglednieniu iloSci dodanej soli sodowej lasalocidu i rozcieficzenia ekstraktu zwigkszy¢ si¢ moze
tylko wysokos¢ piku soli sodowej lasalocidu. Szeroko$¢ piku w potowie wysoko$ci musi miesci¢ si¢ w zakresie
+ 10 % oryginalnej szerokosci piku niefortyfikowanego ekstraktu.

Powtarzalnos¢

Réznica pomigdzy wynikami dwdch réwnoleglych oznaczen wykonanych dla tej samej probki nie moze
przekraczac:

— 15 % wzgledem wyzszej wartosci, dla zawartosci soli sodowej lasalocidu od 30 mg/kg do 100 mg/kg,
— 15 mglkg dla zawartosci soli sodowej lasalocidu od 100 mg/kg do 200 mg/kg,

— 7,5 % wzgledem wyzszej wartosci, dla zawartosci soli sodowej lasalocidu powyzej 200 mg/kg.
Odzysk

W przypadku fortyfikowanej (Slepej) proby paszy lub préby paszy odzysk nie moze by¢ nizszy niz 80 %.
W przypadku fortyfikowanych prébek premikséw odzysk nie moze by¢ nizszy niz 90 %.

Wyniki badafn miedzylaboratoryjnych
W ramach wspétpracy 12 laboratoriéw (*) przeprowadzono analiz¢ 2 premikséw (probki 1 i 2) oraz 5 pasz

(probki 3-7). Analize kazdej prébki przeprowadzono dwukrotnie. W ponizszej tabeli podane sg wyniki
przeprowadzonych badan:

Prébka 1 Probka 2 Probka 3 Probka 4 Probka 5 Probka 6 Probka 7
Premiks dla | Premiks dla Sruty dla | Granulki dla | Pasza dla Pasza dla | Pasza dla dro-
kurczat indykéw indykow kurczat indykéw drobiu A biu 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
s, [mgfkg] 107 408 1,71 2,23 2,27 1,93 1,75
CV, [%] 2,12 2,52 2,24 2,84 2,44 4,00 537
sg [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$¢ 5000 () | 16 000 (*) 80 (*) 105 (%) 120 (%) 50 (**) 35 (*¥)
nominalna [mg/
kg]

(*) Zawarto$¢ zadeklarowana przez producenta.
(**) Pasza przygotowana w laboratorium.

L = liczba laboratoriéw

n = liczba poszczegdlnych wynikow

s, = standardowe odchylenie powtarzalnosci
sg = odchylenie standardowe odtwarzalnosci

CV, = odchylenie standardowe zmienne powtarzalnosci, %
CVy = odchylenie standardowe zmienne odtwarzalnosci, %

(*) ,The Analyst” nr 120 z 1995 r,, 5. 2175-2180.
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ZALACZNIK V

METODY ANALIZY DO CELOW KONTROLI NIEPOZADANYCH SUBSTANCJI W PASZACH

A.  OZNACZANIE WOLNEGO I CALKOWITEGO GOSSYPOLU
1. Cel i zakres stosowania metody

Metoda stuzy do oznaczania zawartosci wolnego gossypolu, calkowitego gossypolu i chemicznie zwiazanych
substancji w nasionach bawelny, w makuchach, w maczce z nasion bawelny i w mieszankach paszowych
zawierajacych te materialy paszowe, w ktérych zawarto$¢ wolnego gossypolu, catkowitego gossypolu i chemicznie
zwigzanych substangji przekracza 20 mg/kg.

2. Spos6b przeprowadzenia metody

Gossypol ekstrahuje si¢ w obecnosci 3-aminopropan-1-olu lub mieszaniny propan-2-olu i heksanu w przypadku
oznaczania wolnego gossypolu lub dwumetyloformamidem w przypadku oznaczenia catkowitego gossypolu.
Gossypol, reagujac z anilina, tworzy gossypol-dianiling, ktdrej gesto$¢ optyczna mierzona jest przy 440 nm.

3. Odczynniki i roztwory

3.1.  Mieszanina propan-2-ol-heksanu: Zmieszaé 60 czgsci objetosciowych propan-2-olu z 40 cz¢Sciami objetosciowymi
n-heksanu.

3.2.  Rozpuszczalnik A: Umiesci¢ w kolbie o pojemnosci 1 1 okoto 500 ml mieszaniny propan-2-ol-heksanu (3.1), 2 ml

3-aminopropan-1-olu, 8 ml lodowatego kwasu octowego i 50 ml wody. Uzupehi¢ do pelnej objetosci kolby
mieszaning propan-2-ol-heksanu (3.1). Odczynnik zachowuje stabilno$¢ przez tydzien.

3.3.  Rozpuszczalnik B: odpipetowal 2 ml 3-aminopropan-1-olu i 10 ml lodowatego kwasu octowego do kolby
miarowej o pojemno$ci 100 ml. Schlodzi¢ do temperatury pokojowej i uzupehi¢ do pelnej objgtosci kolby
N,N-dwumetyloformamidem. Odczynnik zachowuje stabilno$¢ przez tydzien.

3.4.  Anilina: Jezeli gestosc optyczna Slepej proby przekracza 0,022, przedestylowaé aniling nad proszkiem cynku, odrzucajac
pierwsze i ostatnie 10 % frakgji destylatu. Odczynnik mozna przechowywaé przez kilka miesigcy, jezeli jest
trzymany w lodéwce w brazowej butelce zamknietej korkiem.

3.5.  Roztwor A wzorcowego gossypolu: 27,9 mg octanu gossypolu umiesci¢ w kolbie miarowej o pojemnosci 250 ml.
Rozpusci¢ i uzupelnic¢ do pelnej objetosci kolby rozpuszczalnikiem A (3.2). Przenie$¢ pipeta 50 ml tego roztworu
do kolby miarowej o pojemnosci 250 ml i uzupelni¢ do pelnej objetosci kolby rozpuszczalnikiem A. Stezenie
gossypolu w tym roztworze wynosi 0,02 mg/ml. Przed uzyciem pozostawi¢ na godzing w temperaturze pokojowe;.

3.6. Roztwér B wzorcowego gossypolu: 27,9 mg octanu gossypolu umiesci¢ w kolbie miarowej o pojemnosci 50 ml.
Rozpusci¢ i uzupemi¢ do pelnej objetosci kolby rozpuszczalnikiem B (3.3). Stezenie gossypolu w tym roztworze
wynosi 0,5 mg/ml.

Wzorcowe roztwory gossypolu A i B nadaja si¢ do uzycia przez 24 godziny, jezeli sa chronione przed $wiatlem.

4. Aparatura i sprzet

4.1.  Mikser lub tumbler: okoto 35 obr./min.

4.2.  Spektrofotometr

5. Sposéb postepowania
5.1.  Analiza prébki

Masa probki pobrana do analizy zalezy od przewidywanej zawartosci gossypolu w prébce. Zalecana jest praca na
malych ilodciach préby i stosunkowo duzej ilosci filtratu po to, aby otrzymaé wystarczajaca ilo$¢ gossypolu do
precyzyjnego oznaczenia fotometrycznego. W przypadku oznaczania wolnego gossypolu w nasionach bawelny,
w makuchach i maczce z nasion bawelny masa prébki do analizy nie moze przekraczaé 1 g. W przypadku
mieszanek paszowych moze wynosi¢ do 5 g. W wigkszosci przypadkéw wystarczajace jest 10 ml podzielnej czesci
filtratu. Musi on zawiera¢ od 50 do 100 pg gossypolu. Jezeli oznaczamy catkowity gossypol, ilo$¢ badanej prébki musi
wynosi¢ od 0,5 do 5 g, wowczas 2 ml podzielnej czesci filtratu bedzie zawiera¢ od 40 do 200 pg gossypolu.

Analizg nalezy przeprowadza w temperaturze pokojowej, za ktérg uwaza sig temperature okoto 20 °C.
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5.2.

5.3.

6.1.

Oznaczanie wolnego gossypolu

Umiesci¢ probke w kolbie ze szlifowana szyjka o pojemnosci 250 ml. Dno kolby pokry¢ pokruszonym szklem.
Przy uzyciu pipety doda¢ 50 ml rozpuszczalnika A (3.2), zamknaé kolbe korkiem i mieszaé przez godzing
w mikserze. Filtrowac przez suchy filtr, a filtrat zebra¢ do malej kolby ze szlifowang szyjka. Podczas filtracji
przykry¢ lejek szkielkiem zegarkowym.

Odmierzy¢ pipetg identyczne podzielne czgsci filtratu zawierajace od 50 do 100 pg gossypolu i umiescié w 2
kolbach miarowych o pojemnosci 25 ml (A i B). Jezeli to konieczne, uzupelni¢ zawarto$¢ kolby do 10 ml
rozpuszczalnikiem A (3.2). Nastgpnie uzupehic zawarto$¢ kolby (A) do pelnej objetosci kolby mieszaning propan-
2-ol-heksanu (3.1). Roztwor ten bedzie uzyty jako roztwor odniesienia wzgledem pomiaru roztworu probki.

Przenies¢ pipeta po 10 ml rozpuszczalnika A (3.2) do 2 nastgpnych kolb miarowych o pojemnosci 25 ml (C i D).
Zawarto$¢ kolby (C) uzupelni¢ do pelnej objetosci kolby mieszaning propan-2-ol-heksanu (3.1). Roztwoér ten
bedzie uzywany jako roztwoér odniesienia wzgledem pomiaru roztworu $lepej proby.

Doda¢ po 2 ml aniliny (3.4) do kazdej z kolb (D) i (B). Ogrzewaé na wrzacej fazni przez 30 minut, do wywolania
reakcji barwnej. Schlodzi¢ do temperatury pokojowej, uzupehi¢ do pelnej objgtosci kolby mieszaning propan-2-ol-
heksanu (3.1), homogenizowa¢ i odstawi¢ na godzing.

Oznaczy¢ gesto$¢ optyczng roztworu $lepej proby (D), uzywajac odpowiedniego roztworu (C) jako roztworu
odniesienia, oraz gesto$¢ optyczng roztworu probki (B) przez poréwnanie z odpowiednim roztworem (A), jako
roztworem odniesienia w spektrofotometrze przy 440 nm, stosujac 1-centymetrowe szklane kuwety.

Od odpowiadajacej gestosci optycznej wartosci roztworu probki odjaé warto$¢ gestosci optycznej roztworu $lepej
préby (= skorygowana gestos$¢ optyczna). Z uzyciem tej réznicy obliczy¢ zawarto$¢ wolnego gossypolu, w sposob
okre$lony w pkt 6.

Oznaczanie catkowitego gossypolu

Prébke zawierajaca od 1 do 5 mg gossypolu umiesci¢ w kolbie miarowej o pojemnosci 50 ml i doda¢ 10 ml
rozpuszczalnika B (3.3). W tym samym czasie przygotowac Slepg probe, umieszczajac 10 ml rozpuszczalnika
B (3.3) w nastepnej kolbie miarowej o pojemnosci 50 ml. Ogrzewaé obie kolby przez 30 minut na wrzacej fazni
wodnej. Nastepnie schlodzi¢ do temperatury pokojowej i uzupehni¢ do pelnej objetosci kolby mieszaning propan-2-
ol-heksanu (3.1). Homogenizowa¢ i odstawi¢ na 10 do 15 minut. Nastepnie filtrowac, a filtrat zebra¢ do kolb ze
szlifowana szyjka.

Przenies¢ pipeta po 2 ml filtratu probki do kazdej z dwéch kolb miarowych o pojemnosci 25 ml i oraz po 2 ml
filtratu do proby Slepej do pozostatych dwéch kolb. Uzupelnic¢ zawarto$¢ jednej kolby z kazdej partii do objetosci
25 ml mieszaning 1-propan-2-ol-heksanu (3.1). Roztwory te beda uzywane jako roztwory odniesienia.

Doda¢ po 2 ml aniliny (3.4) do 2 nastepnych kolb miarowych. Ogrzewa¢ obie kolby przez 30 minut na wrzacej
fazni wodnej do wywolania reakeji barwnej. Schtodzi¢ do temperatury pokojowej, uzupelni¢ do objetosci 25 ml
mieszaning propan-2-ol-heksanu (3.1), homogenizowa¢ i odstawi¢ na godzing.

Oznaczy¢ gesto$¢ optyczng, tak jak dla wolnego gossypolu (5.2). Uzywajac tej wartosci, obliczy¢ zawarto$é
catkowitego gossypolu, w sposob okreslony w pkt 6.

Obliczanie wynikow

Wyniki moga by¢ obliczone na podstawie okreslonej gestosci optycznej (6.1) lub na podstawie odniesienia do
krzywej kalibracyjnej (6.2).

Whyniki obliczane na podstawie okreslonej gestosci optycznej
W podanych warunkach okreslone gestosci optyczne sg nastepujace:

0,
Wolny gossypol: E I _ 625
1 cm

1%

Calkowity gossypol: E =600
1 cm
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6.2.

6.2.2.

6.3.

Zawarto$¢ wolnego lub catkowitego gossypolu w probee oblicza si¢ wedlug nastgpujacego wzoru:

Ex 1250

1%
E lem

% gossypol : “pxa

gdzie:

E = skorygowana gesto$¢ optyczna okre§lona w pkt 5.2
p = masa probki w g

a = podzielna cz¢s¢ filtratu w ml

Wyniki obliczane na podstawie krzywej kalibracyjnej
Wolny gossypol

Przygotowal 2 partie po 5 kolb miarowych o pojemnosci 25 ml. Do kazdej partii kolb wprowadzi¢ pipeta
odpowiednio 2,0, 4,0, 6,0, 8,0 i 10,0 ml roztworu A wzorcowego gossypolu (3.5). Uzupehic¢ do objetosci 10 ml
rozpuszczalnikiem A (3.2). Uzupelni¢ kazda partie kolba miarowa o pojemnosci 25 ml zawierajaca jedynie 10 ml
rozpuszczalnika A (3.2) (proba Slepa).

Uzupehi¢ do objetosci 25 ml kolby w pierwszej partii, wlaczajac kolbe Slepej proby, mieszaning propan-2-ol-
heksanu (3.1) (partia odniesienia).

Doda¢ po 2 ml aniliny (3.4) do kazdej kolby drugiej partii, stanowiacej parti¢ wzorcowa, wlaczajac kolbe Slepej
proby. Ogrzewaé przez 30 minut na wrzacej tazni wodnej do wywolania reakcji barwnej. Schtodzi¢ do temperatury
pokojowej, uzupeni¢ do pelnej objetosci kolby mieszaning propan-2-ol-heksanu (3.1), homogenizowa¢ i odstawi¢
na godzing.

Oznaczy¢ w spos6b okreSlony w 5.2 gesto$C optyczna roztworéw w partii wzorcowej przez poréwnanie
z odpowiadajacymi im roztworami w partii odniesienia. Wykresli¢ krzywa kalibracyjna, nanoszac gestosci optyczne
wzgledem ilosci gossypolu (w pg).

Catkowity gossypol

Przygotowaé 6 kolb miarowych o pojemnosci 50 ml. Do pierwszej kolby doda¢ 10 ml rozpuszczalnika B (3.3),
a do pozostalych odpowiednio 2,0, 4,0, 6,0, 8,0 i 10,0 ml roztworu B wzorcowego gossypolu (3.6). Kazda kolbe
uzupeni¢ do objetosci 10 ml rozpuszczalnikiem B (3.3). Ogrzewaé przez 30 minut na wrzacej tazni wodne;.
Schiodzi¢ do temperatury pokojowej, uzupelni¢ do pelnej objgtosci kolby mieszaning propan-2-olheksanu (3.1)
i homogenizowac.

Do kazdej z 2 partii po 6 kolb miarowych o pojemnosci 25 ml wprowadzi¢ po 2,0 ml wyzej wspomnianych
roztworéw. 6 kolb pierwszej partii uzupehi¢ do objgtosci 25 ml mieszaning propan-2-ol-heksanu (3.1) (partia
odniesienia).

Do kazdej kolby drugiej partii, stanowiacej parti¢ wzorcowsa, doda po 2 ml aniliny (3.4). Ogrzewac przez 30 minut
na wrzacej tazni wodnej. Schtodzi¢ do temperatury pokojowej, uzupeli¢ do pelnej objetosci kolby mieszaning
propan-2-ol-heksanu (3.1), homogenizowa¢ i odstawi¢ na godzing (partia standardowa).

Oznaczy¢ w sposob okreslony w pkt 5.2 gesto$¢ optyczng roztwordw w partii wzorcowej przez poréwnanie
z odpowiadajacymi im roztworami w partii odniesienia. Wykresli¢ krzywa kalibracyjna, nanoszac gestosci optyczne
wzgledem ilosci gossypolu (w pg).

Powtarzalnos¢

Réznica pomigdzy wynikami 2 réwnoleglych oznaczen wykonanych dla tej samej probki nie moze przekraczac:

— 15 % najwyzszej wartosci wzglednej, dla zawartosci gossypolu do 500 ppm,

— 75 ppm w wartoci bezwzglednej, dla zawartosci gossypolu od 500 do 750 ppm,

— 10 % najwyzszej wartosci wzglednej, dla zawarto$ci gossypolu powyzej 750 ppm.
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B.  OZNACZANIE POZIOMOW ZAWARTOSCI DIOKSYN (PCDD/PCDF) I DIOKSYNOPODOBNYCH PCB

L METODY POBIERANIA PROBEK I INTERPRETACJA WYNIKOW

Cel i zakres stosowania metody

Probki przeznaczone do urzedowej kontroli poziomu zawartoéci dioksyn (polichlorowanych dibenzo-p-dioksyn
(PCDD) i polichlorowanych dibenzofuranéw (PCDF)) oraz dioksynopodobnych bifenyli polichlorowanych (PCB) (%)
w paszach pobiera si¢ zgodnie z przepisami zalacznika I. Nalezy stosowal wymagania ilosciowe w stosunku do
kontroli substancji lub produktéw jednolicie rozmieszczonych w paszy, zgodnie z zatacznikiem I pkt 5.A. Uzyskane
w ten spos6b probki zbiorcze uwaza si¢ za reprezentatywne dla partii lub podpartii, z ktorych pochodzg. Zgodnos¢
z maksymalnymi poziomami okreslonymi w dyrektywie 2002/32/WE Parlamentu Europejskiego i Rady (%) ustala
si¢ na podstawie zawartosci stwierdzonych w probkach laboratoryjnych.

Zgodno$¢ partii lub podpartii z wymaganiami

Badang partie uznaje si¢ za spelniajgca wymagania, jezeli wynik pojedynczej analizy nie przekracza dopuszczalnej
zawartosci okreslonej w dyrektywie 2002/32/WE, z uwzglednieniem niepewnosci pomiaru.

Badang parti¢ uznaje si¢ za niespelniajaca wymagai w zakresie dopuszczalnych zawartosci okreslonych
w dyrektywie 2002/32/WE, jezeli gérny () wynik analizy potwierdzony druga analiza (¥) ponad wszelka
watpliwo$¢ przekracza dopuszczalng zawartosé, z uwzglednieniem przy tym niepewnosci pomiaru.

Tabela TEF (= wspdtczynnikéw réwnowaznosci toksycznej) dla dioksyn, furanéw i dioksynopodobnych PCB

Kongener Warto$¢ TEF Kongener Warto$¢ TEF

Dibenzo-p-dioksyny (PCDD) Dioksynopodobne

PCB:
2,3,7,8-TCDD 1
1,2,3,7,8-PeCDD 1 Non-orto PCB
1,2,3,4,7,8-HxCDD 0,1 PCB 77 0,0001
1,2,3,6,7,8-HxCDD 0,1 PCB 81 0,0001
1,2,3,7,8,9-HxCDD 0,1 PCB 126 0,1
1,2,3,4,6,7,8-HpCDD 0,01 PCB 169 0,01
OCDD 0,0001 Mono-orto PCB

PCB 105 0,0001
Dibenzofurany (PCDF) PCB 114 0,0005
2,3,7,8-TCDF 0,1 PCB 118 0,0001
1,2,3,7,8-PeCDF 0,05 PCB 123 0,0001
2,3,4,7,8-PeCDF 0,5 PCB 156 0,0005
1,2,3,4,7,8-HxCDF 0,1 PCB 157 0,0005
1,2,3,6,7,8-HxCDF 0,1 PCB 167 0,00001
1,2,3,7,8,9-HxCDF 0,1 PCB 189 0,0001
2,3,4,6,7,8-HxCDF 0,1
1,2,3,4,6,7,8-HpCDF 0,01
1,2,3,4,7,8,9-HpCDF 0,01
OCDF 0,0001

Uzyte skroty oznaczajg: T = tetra; Pe = penta; Hx = hexa; Hp = hepta; O = octa; CDD = chlorodibenzo-p-dioksyna; CDF =
chlorodibenzofuran; CB = chlorobifenyl.

Dz.U. L 140 z 30.5.2002, s. 10.

Koncepcja gornej granicy (upperbound) wymaga podania granicy oznaczalnosci danego kongeneru do obliczenia TEQ, w przypadku
stwierdzenia zawartosci tego kongeneru ponizej granicy oznaczalnosci.

Koncepcja dolnej granicy (lowerbound) wymaga podania zerowej zawarto$ci danego kongeneru do obliczenia TEQ, w przypadku
stwierdzenia zawartosci tego kongeneru ponizej granicy oznaczalnosci.

Koncepcja $redniej granicy (mediumbound) wymaga podania zawarto$ci réwnej polowie granicy oznaczalnosci danego kongeneru do
obliczenia TEQ, w przypadku stwierdzenia zawartosci tego kongeneru ponizej granicy oznaczalnosci.

Druga analiza konieczna jest do wykluczenia mozliwosci wewnetrznego zanieczyszczenia krzyzowego lub przypadkowego wymieszania
si¢ probek. Pierwsza analiza uzywana jest do weryfikacji zgodnosci przy uwzglednieniu niepewnosci pomiaru.

W przypadku analizy wykonywanej w kontekscie zanieczyszczenia dioksynami mozna poming¢ drugg analize, jezeli probki wybrane do
badania s3 zwigzane z tym przypadkiem zanieczyszczenia poprzez identyfikowalnosé.
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Niepewno$¢ pomiaru uwzglednia si¢ z zastosowaniem jednego z nastgpujacych sposobdw:

—  obliczajac niepewno$¢ rozszerzong z uzyciem wspdlczynnika rozszerzenia 2, ktéra okresla poziom zaufania
na poziomie okoto 95 %. Partia wykazuje niezgodno$¢, jesli mierzona warto$¢ po odjeciu U jest wyzsza niz
poziom maksymalny. W przypadku odr¢bnego oznaczania dioksyn i dioksynopodobnych PCB nalezy
zastosowal sume szacowanej niepewnosci rozszerzonej dla odrgbnych wynikéw badan dioksyn
i dioksynopodobnych PCB w odniesieniu do sumy dioksyn i dioksynopodobnych PCB,

— ustalajac decyzyjng warto$¢ graniczng (CCa) zgodnie z decyzja Komisji 2002/657/WE (') (pkt 3.1.2.5
zalacznika — przypadek substancji z ustalona dopuszczalng warto$cig graniczng). Partia wykazuje
niezgodnos¢, jesli mierzona warto$¢ jest rowna lub wyzsza niz CCa.

Niniejsze zasady interpretacji odnosza si¢ do wyniku analizy uzyskanego z prébki przeznaczonej do urzgdowej
kontroli. Nie ma to wplywu na prawo panstw cztonkowskich do stosowania przepiséw krajowych do celéw obrony
lub arbitrazu.

II. PRZYGOTOWANIE PROBEK I WYMAGANIA DOTYCZACE METOD ANALIZ WYKORZYSTYWANYCH
W URZEDOWEJ] KONTROLI DIOKSYN (PCDD/PCDF) I DIOKSYNOPODOBNYCH PCB

Cel i zakres stosowania metody

Niniejsze wymagania nalezy stosowal w analizie pasz i materialéw paszowych w zakresie oznaczania zawarto$ci
dioksyn polichlorowanych dibenzo-p-dioksyn (PCDD) i polichlorowanych dibenzofuranéw (PCDF) oraz
dioksynopodobnych polichlorowanych bifenyli (PCB).

Monitorowanie obecnosci dioksyn w paszach mozna wykonaé przy zastosowaniu metody skriningowej w celu
wyselekcjonowania tych prébek, ktére zawieraja dioksyny i dioksynopodobne PCB na poziomie o 25 % nizszym
lub wyzszym niz poziom zainteresowania. Stezenia dioksyn w tych prébkach, ktére zawierajg znaczace ich
poziomy, nalezy oznaczy¢ lub potwierdzi¢ z zastosowaniem metody potwierdzajacej.

Metody skriningowe stuza do wykrywania obecno$ci dioksyn i dioksynopodobnych PCB na poziomie
zainteresowania. Metody te maja zdolno$¢ zwigzana z wysoka wydajnoscia probek i sa stosowane do oddzielenia
wielu probek potencjalnie pozytywnych. Sa tak zaprojektowane, aby ograniczaly liczbe wynikow falszywie

negatywnych.

Metody potwierdzajace sa metodami dostarczajacymi pelnej lub uzupelniajacej informacji, pozwalajacej na
jednoznaczng identyfikacje i oznaczanie iloSciowe dioksyn oraz dioksynopodobnych PCB na poziomie
zainteresowania.

Informacje ogé6lne

Ze wzgledu na fakt, ze probki srodowiskowe i biologiczne (wlaczajac w to prébki pasz i materialéw paszowych)
zazwyczaj zawierajg zlozone mieszaniny réznych kongeneréw dioksyn, w celu ulatwienia oceny ryzyka
wprowadzono pojecie  wspélezynnikéw rownowaznej toksycznosci — TEF (Toxic Equivalency Factors).
Wspolczynniki te zostaly opracowane w celu wyrazenia stgzen mieszanin posiadajacych podstawniki chloru
w pozycjach 2,3,7,8- PCDD i PCDF, a takze niektérych PCB posiadajacych podstawnik chloru w pozycjach non-
orto i mono-orto, ktére posiadaja podobng do dioksyn aktywnos$¢ w postaci rownowaznikow toksycznosci — TEQ
(Toxic Equivalent) o 2,3,7,8-TCDD. Stezenia poszczegdlnych substancji w probce sa mnozone przez ich TEF,
a nastgpnie wartosci te sa sumowane w celu obliczenia calkowitego stezenia zwiazkéow dioksynopodobnych,
wyrazonego w wartosci TEQ.

Wylacznie do celéw niniejszego rozporzadzenia akceptowalng granica oznaczalnosci danego kongeneru jest
stezenie analitu w ekstrakcie prébki, ktére wywoluje instrumentalng reakcje na impuls dla dwéch réznych jonéw,
rejestrowang przy wspotczynniku S/N (sygnal/szum) w stosunku 3:1 dla sygnalu mniej wrazliwego i przy
spelnieniu podstawowych wymagan, takich jak czas retencji oraz stosunek izotopéw, zgodnie z procedurg
oznaczania metodg EPA 1613, korekta B.

Wymagania jakoSciowe dotyczgce przygotowania probek do analizy
Stosuje si¢ ogdlne przepisy dotyczace przygotowania probek do analizy, okreslone w zalgczniku 1L
Ponadto nalezy przestrzega¢ nastgpujacych wymagan:

—  Probki nalezy przechowywac i transportowaé w pojemnikach szklanych, aluminiowych, polipropylenowych
lub polietylenowych. Pojemnik na prébki nalezy oczysci¢ z pytkéw papieru. Szklo laboratoryjne nalezy
wyplukaé rozpuszczalnikami, wezesniej zbadanymi na obecnos¢ dioksyn.

Dz.U. L 221 z 17.8.2002, s. 8.
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—  Wykona¢ analiz¢ Slepej proby, obejmujaca przeprowadzenie pelnej procedury analitycznej z wylaczeniem
probki.

—  Masa probki uzytej do ekstrakcji musi by¢ wystarczajaca do spetnienia wymagan w zakresie czuto$ci metody.

4. Wymagania dotyczace laboratoriéw

—  Laboratorium musza wykaza¢ mozliwo$ci wykonawcze metody na poziomie zainteresowania, np. 0,5-,
1- i 2-krotny poziom zainteresowania wraz z akceptowalna wartoScia wspélczynnika zmiennosci
obliczonego dla wielokrotnych powtérzen analizy. Szczegblowe kryteria akceptacji sa okreslone w pkt 5.

—  Granica oznaczalnoéci metody potwierdzajacej musi wynosi¢ okolo 1/5 poziomu zainteresowania, aby
gwarantowal, ze akceptowalne wspolczynniki zmiennosci znajdg si¢ w zakresie danego poziomu
zainteresowania.

— W ramach wewnatrzlaboratoryjnej kontroli jakosci nalezy regularnie przeprowadzaé $lepe préby i badania
z wykorzystaniem préby wzbogaconej lub analizy prébek kontrolnych (zwlaszcza certyfikowanych
materialéw odniesienia, jezeli materialy takie sa dostgpne).

—  Potwierdzeniem biegloci laboratorium w zakresie danych analiz s pozytywne wyniki uzyskiwane
w migdzylaboratoryjnych badaniach bieglosci. Jednakze pozytywne wyniki uzyskane w badaniach
miedzylaboratoryjnych, np. w badaniach probek gleby lub osadéw dennych, nie oznaczajg jednoczesnie
podobnej kompetencji w analizie probek zywnosci lub pasz, ktore zawierajg nizsze poziomy skazen. Dlatego
obowiazkowe jest stale uczestnictwo w migdzylaboratoryjnych badaniach bieglosci w zakresie oznaczania
dioksyn i dioksynopodobnych PCB w odpowiednich prébkach $rodkéw spozywezych lub pasz.

—  Laboratoria muszg by¢ akredytowane przez uznawany organ dzialajacy zgodnie z ISO Guide 58, w celu
dopilnowania ze w przeprowadzaniu analiz stosujg one system zapewnienia jakosci. Laboratoria musza
posiada¢ akredytacje zgodng z normg ISO[IEC/17025.

5. Wymagania dotyczace procedur analitycznych stosowanych przy oznaczaniu dioksyn i dioksynopochod-
nych PCB

Podstawowe wymagania dotyczgce przyjecia procedur analitycznych:

—  Wysoka czuto$¢ i niska granica wykrywalnoSci. llosci PCDD i PCDF muszg by¢ wykrywane na poziomie
pikograméw TEQ (10'? g) ze wzgledu na bardzo duza toksyczno$¢ niektérych zwiazkéw. PCB wystepuja
w wyzszych stezeniach niz PCDD i PCDF. Dla wigkszosci kongeneréw PCB za wystarczajacg uznaje si¢
czuto$¢ rzedu nanograméw (107 g). Jednakze w przypadku oznaczania bardziej toksycznych dioksynopo-
dobnych PCB kongeneréw (w szczegdlnoéci non-orto podstawionych kongeneréw), musi by¢ uzyskana taka
sama czulo$¢, jak dla PCDD i PCDF.

—  Wysoka selektywnos¢ (specyficznos$¢). Konieczne jest odréznienie PCDD, PCDF i dioksynopodobnych
PCB od wielu wspotekstrahujacych i ewentualnie interferujacych substancji wystepujacych w stezeniach do
kilku wielkosci wyzszych od analizowanych zwiazkéw. Przy stosowaniu metody chromatografii gazowej ze
spektrometrig mas (GC/MS) konieczne jest odréznienie kongeneréw toksycznych (np. siedemnastu 2,3,7,8-
podstawionych kongeneréw PCDD i PCDF oraz dioksynopodobnych PCB) od pozostatych kongeneréw. Testy
biologiczne musza by¢ w stanie oznaczy¢é wartoSci TEQ selektywnie jako sumg¢ PCDD, PCDF
i dioksynopodobnych PCB.

—  Wysoka dokladnos¢ (poprawno$¢ i precyzja). Oznaczenie musi dostarczy¢ wiarygodnego oszacowania
rzeczywistego stezenia analitu w probce. Wysoka dokladno$¢ (dokladno$¢ pomiaru: stopien zgodnosci
miedzy wynikiem badania a rzeczywista lub wyznaczona warto$cia pomiaru) jest warunkiem uniknigcia
odrzucenia wyniku analizy prébki na podstawie slabej wiarygodnoSci oszacowanej wartosci TEQ.
Dokladno$¢ jest wyrazona jako prawdziwos¢ (réznica miedzy Srednig warto$cig mierzong w odniesieniu
do przedmiotu analizy w certyfikowanym materiale, a jego certyfikowana wartoscia, wyrazong jako odsetek
tej wartosci) 1 precyzja (RSDp — wzgledne standardowe odchylenie obliczone na podstawie wynikéw
osiagnietych w zakresie odtwarzalnosci).

Metody skriningowe moga obejmowac testy biologiczne oraz metody GC/MS. Metody potwierdzajace to metody
wysokorozdzielczej chromatografii gazowej sprz¢zonej z wysokorozdzielczg spektometrig masowa (HRGC/HRMS).
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Przy oznaczaniu sumarycznej warto$ci TEQ musza zostaé spelnione nastgpujace kryteria:

Metody skriningowe (przesiewowe) Metody potwierdzajace
Czesto§¢ wynikéw falszywie negatyw- <1%
nych
Prawdziwo$¢ od -—20%do +20%
Precyzja RSDy <30% <15%

Szczegblne wymagania dla metod GC/MS w metodach skriningowych lub potwierdzajacych

—  Wzorce wewnetrzne 2,3,7,8-chloropodstawionych PCDD[F znakowane izotopem wegla 13C oraz wzorce
wewnetrzne dioksynopodobnych PCB, znakowane izotopem wegla 1*C nalezy dodawaé na poczatku metody
analitycznej, np. przed ekstrakcja, w celu potwierdzenia postepowania analitycznego. Nalezy dodaé co
najmniej 1 kongener dla kazdej grupy homologicznej, od tetra- do oktachloro PCDD/JF oraz co najmniej
1 kongener dla kazdej grupy homologicznej dioksynopodobnych PCB (alternatywnie co najmniej 1 kongener
na kazdy wybrany jon masy spektrometrycznej, rejestrujacy funkcje stuzaca do monitorowania
PCDDJF i dioksynopodobnych PCB). Pierwszefistwo zastosowania, szczegélnie dla metod potwierdzajacych,
maja wszystkie siedemnascie 2,3,7,8-podstawionych wzorcéw wewnetrznych PCDDJF znakowanych
izotopem wegla 1°C oraz wszystkie dwanascie wzorcéw wewnetrznych dioksynopodobnych PCB
znakowanych izotopem wegla C.

—  Wzgledne wspdlczynniki odpowiedzi nalezy réwniez oznaczyé dla tych kongeneréw, dla ktérych nie
zastosowano analogéw znakowanych izotopem wegla *C poprzez odpowiedni roztwér kalibracyjny.

—  Przed procedura ekstrakcji w przypadku pasz pochodzenia roslinnego i zwierzgcego o zawartosci thuszczu
ponizej 10 % nalezy dodaé wzorce wewngtrzne. W przypadku pasz pochodzenia zwierzecego o zawartosci
thuszczu powyzej 10 % wzorce wewngtrzne moga by¢ dodane zaréwno przed, jak i po ekstrakgji thuszczu.
Nalezy przeprowadzi¢ sprawdzenie skutecznosci ekstrakcji, w zaleznosci od etapu, na ktérym dodaje si¢
wzorce wewnetrzne, a takze od tego, czy wyniki sa wyrazane na jednostk¢ masy produktu czy thuszczu.

—  Przed analizg GC/MS doda¢ do prébki 1 lub 2 wzorce odzysku (zastepcze).

—  Konieczne jest sprawdzenie odzysku. Odzysk dla poszczegdlnych wzorcéw wewnetrznych w metodach
potwierdzajacych musi zawiera¢ si¢ w granicach od 60 do 120 %. Dopuszczalne sg nizsze lub wyzsze
wartodci odzysku dla poszczegblnych kongenerdéw, w szczegdlnosci dla niektorych hepta- i oktachlorodi-
benzo-p-dioksyn i dibenzofuranéw, jezeli ich udziat w TEQ nie przekracza 10 % catkowitego TEQ (na
podstawie PCDD[F oraz dioksynopodobnych PCB). W przypadku metod skriningowych odzysk musi
zawiera¢ si¢ w granicach od 30 do 140 %.

—  Rozdzielenie dioksyn od interferujacych chlorowanych zwigzkéw, takich jak dioksynopodobne PCB czy
polichlorowane difenyloetery, nalezy osiaggna¢ przez zastosowanie odpowiednich technik chromatograficz-
nych; (najlepiej stosujac florisil, tlenek glinu lub kolumne weglowa).

—  Rozdzielanie izomeréw przy chromatografii gazowej musi by¢ wystarczajace (< 25 % nakladania si¢ pikow
pomiedzy 1,2,3,4,7,8-HxCDF i 1,2,3,6,7,8-HXxCDF).

—  Oznaczanie musi by¢ wykonywane zgodnie z metoda EPA 1613, korekta B: tetra- poprzez oktachlorowane
dioksyny i furany zastosowa¢ rozcieficzenie izotopowe HRGC/HRMS lub inne o réwnowaznych parametrach
wydajnosci.

—  Roznica migdzy poziomem gornej i dolnej granicy oznaczalnosci nie moze przekracza¢ 20 % w odniesieniu
do pasz o skazeniu dioksynami réwnym lub wyzszym niz dopuszczalny poziom. W przypadku pasz
o zawartoSci dioksyn wyraznie nizszej od dopuszczalnej ich zawartoici réznica ta moze zawieral sig
w granicach od 25 do 40 %.

Skriningowe metody analizy

Wprowadzenie

Z zastosowaniem metody skriningowej mozna przeprowadzi¢ rézne podejscia analityczne: podejicie czysto
skriningowe i ilosciowe.
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Podejscie skriningowe

Warto$¢ sygnatu uzyskanego w badanej probce poréwnuje si¢ z wartoscig sygnatu uzyskanego w prébee
referencyjnej zawierajacej analit na poziomie zainteresowania. Probki, dla ktorych warto$¢ sygnatu jest nizsza niz
warto$¢ sygnatu probki referencyjnej, uznaje si¢ za negatywne, natomiast probki o wyzszej wartosci sygnatu uznaje
si¢ za potencjalnie pozytywne. Wymagania:

— W kazdej partii badanych prébek musi znalez¢ sig probka Slepa i referencyjna, ktére ekstrahuje si¢ i bada
w tym samym czasie i w identycznych warunkach. Warto$¢ sygnatu uzyskanego w probee referencyjnej musi
by¢ wyraznie wyzsza niz warto$¢ sygnatu uzyskanego w probce Slepej.

—  Nalezy zbada¢ dodatkowe probki referencyjne zawierajgce 0,5- i 2-krotny poziom zainteresowania, aby
wykaza¢ poprawno$¢ wykonania badania na poziomie zainteresowania w badaniach kontrolnych.

— W przypadku badania innych matryc wykaza, ze stosowane probki referencyjne sa odpowiednie, szczegélnie
przez wlaczenie prébek, dla ktorych z uzyciem metody HRGC/HRMS wykazano, ze réwnowaznik
toksycznosci TEQ jest zblizony do probki referencyjnej lub $lepej, wzbogaconej na tym samym poziomie.

—  Poniewaz w testach biologicznych niemozliwe jest zastosowanie wzorcéw wewnetrznych, szczegdlnie istotne
jest badanie powtarzalno$ci pozwalajacej na uzyskanie informacji o odchyleniu standardowym w obrebie
jednej partii probek. Warto§¢ wspétczynnika zmienno$ci musi by¢ nizsza niz 30 %.

— W przypadku testow biologicznych nalezy zdefiniowaé badane zwigzki, mozliwe interferencje oraz
najwyzsza dopuszczalng wielko$¢ sygnalu prébki slepej.

Podejscie ilosciowe

Analiza iloSciowa wymaga uzycia serii wzorcowych rozcienczen, dwu- lub trzystopniowego procesu oczyszczania,
pomiaréw oraz $lepych préb i odzyskowych kontroli. Wyniki moga by¢ wyrazone jako rownowaznik toksycznosci
(TEQ), tym samym zakladajac, ze zwigzki odpowiedzialne za sygnal odpowiadaja regule TEQ. Mozna tego dokonaé
przez zastosowanie TCDD (lub mieszaniny wzorcow dioksyn/furanéw/dioksynopodobnych PCB) do sporzadzenia
krzywej kalibracyjnej umozliwiajacej obliczenie poziomu TEQ w ekstrakcie oraz w probce. Wynik jest nastgpnie
korygowany o warto§¢ TEQ uzyskanej w wyniku analizy probki $lepej (do obliczenia zanieczyszczen
z zastosowanych rozpuszczalnikéw i uzytych odczynnikéw) oraz odzysk (obliczony z wartosci TEQ oznaczonej
w jakoSciowej probee kontrolnej w zakresie poziomu zainteresowania). Nalezy zauwazy(, ze czg$¢ obserwowanych
strat odzysku moze by¢ spowodowana oddzialywaniem matrycy lub rdéznicami miedzy wartoSciami
wspotczynnikéw toksycznodci (TEF) wykorzystywanymi w testach biologicznych oraz oficjalnymi wartosciami
TEF przyjetymi przez Swiatowa Organizacje Zdrowia (WHO).

Wymagania dotyczgce skriningowych metod analizy

— Do badan skriningowych mozna stosowa¢ metody GC/MS oraz testy biologiczne. Nalezy przestrzegaé
wymagan dla metod GC/MS, okreslonych w pkt 6. Wymagania dla biologicznych testéw komérkowych sg
okreslone w pkt 7.3, a dla zestaw6éw do testow biologicznych w pkt 7.4.

—  Konieczne jest podanie informacji o liczbie wynikéw falszywie pozytywnych i wynikéw falszywie
negatywnych, ponizej i powyzej maksymalnego dopuszczalnego poziomu, uzyskanych w duzych seriach
probek w poréwnaniu do zawartoSci TEQ ustalonej z zastosowaniem potwierdzajacej metody analizy.
Rzeczywista czgsto$¢ wystgpowania wynikow falszywie negatywnych musi by¢ nizsza niz 1 %. Czgsto§é
uzyskiwania wynikéw falszywie pozytywnych musi by¢ na tyle niska, aby mozna bylo wykorzystaé zalety
metod skriningowych.

—  Wyniki pozytywne nalezy zawsze potwierdzal z zastosowaniem potwierdzajacej metody analizy (HRGC/
HRMS). Ponadto probki z szerokim zakresem TEQ nalezy potwierdzaé HRGC/HRMS (ok. 2-10 % probek
negatywnych). Nalezy udost¢pni¢ informacje na temat korelacji pomigdzy testem biologicznym a wynikami
HRGC/HRMS.

Szczegblowe wymagania dotyczgce biologicznych testow komdrkowych

— W czasie wykonywania testow biologicznych przeprowadzenie kazdego testu wymaga referencyjnych stezen
TCDD lub mieszaniny dioksyn i furandéw (pelna dawka — krzywa reakcji z R? > 0,95). Do celéw badan
skriningowych mozna jednakze zastosowal rozszerzong krzywa niskiego poziomu dla analizy probek
niskopoziomowych.

— Do oceny sprawnosci testu biologicznego w stalych odstepach czasu nalezy stosowac referencyjne stezenia
TCDD (okoto trzykrotna granica oznaczalnosci) nanoszone na karty kontrolne. Alternatywnie mozna
zastosowaé wzgledng odpowiedz probki referencyjnej w poréwnaniu do linii krzywej kalibracyjnej TCDD,
poniewaz odpowiedz komérkowa moze zaleze¢ od wielu czynnikdw.

—  Dla kazdego rodzaju materiatu referencyjnego nalezy prowadzic i sprawdza¢ wykresy kontroli jakosci w celu

zapewnienia, ze wyniki sa zgodne z deklarowanymi wytycznymi.



L 54/102

Dziennik Urzgdowy Unii Europejskiej

26.2.2009

7.4.

—  Przy obliczeniach iloSciowych nalezy szczegdlnie zwracaé uwage, aby zastosowane rozcieficzenie probki
miescilo si¢ w zakresie liniowym krzywej kalibracji. Probki, ktorych sygnal przekracza liniowy zakres krzywej
kalibracji, rozcieficzy¢ i ponownie poddaé oznaczeniu. Dlatego tez w czasie oznaczania zaleca si¢
przeprowadzenie co najmniej 3 lub wigcej rozcieficzen.

—  Procentowe odchylenie standardowe nie moze by¢ wyzsze niz 15 % w trzykrotnym oznaczaniu dla kazdego
rozcieficzenia probek i nie moze by¢ wyzsze niz 30 % dla wynikéw uzyskanych w trzech niezaleznych
eksperymentach.

—  Granicg wykrywalno$ci mozna ustali¢ jako trzykrotne odchylenie standardowe rozpuszczalnika zerowego
lub sygnatu tla. Innym podejsciem jest wykorzystanie sygnatu wyzszego od tla (wskaznik indukdji jest
pieciokrotnoscig rozpuszczalnika zerowego), wyznaczonego na podstawie krzywej kalibracji przygotowanej
tego samego dnia. Granicg oznaczalno$ci mozna ustali¢ jako 5—6-krotna warto$¢ odchylenia standardowego
rozpuszczalnika zerowego lub sygnatu tla lub zastosowal sygnal powyzej tla (wskaznik indukgji jest
10-krotnoscig rozpuszczalnika zerowego), wyznaczony na podstawie krzywej kalibracji przygotowanej tego
samego dnia.

Szczegblowe wymagania dotyczgce zestawow do testow biologicznych

—  Zapewnia si¢ odpowiednig czulo$¢ i wiarygodnos¢ zestawdw do testow biologicznych w zakresie stosowania
ich do pasz.

—  Nalezy przestrzegaé dostarczonych przez producenta instrukcji przygotowania prébek i sposobu
przeprowadzenia ich analizy.

—  Zestawy do testow nie moga by¢ wykorzystywane po uplywie daty waznosci.
—  Nie nalezy stosowa¢ materiatéw lub skladnikéw przeznaczonych do stosowania z innymi zestawami.
—  Zestawy do testow nalezy przechowywal oraz uzywaé do badan w okreslonej temperaturze.

— W przypadku testéw immunologicznych granicg wykrywalnosci okresla si¢ jako sume $redniej i trzykrotnego
odchylenia standardowego obliczonego na podstawie wynikow 10 analiz zerowych podzielong przez
wspolczynnik nachylenia krzywej wzorcowej wyznaczonej wedlug rownania regresji liniowej.

— W badaniach laboratoryjnych nalezy stosowaé wzorce referencyjne w celu kontroli, czy ich odpowiedZ miesci
si¢ w akceptowanym zakresie.

Przedstawianie wynikéw

Jezeli pozwala na to zastosowana procedura analityczna, wyniki analiz musza zawieraé poziomy poszczegélnych
kongeneréw PCDDJF i PCB oraz by¢ przedstawione zgodnie z dolna, $rednia i gérng granicg w celu dostarczenia
w sprawozdaniu z badan jak najwigkszej ilosci informacji, umozliwiajgc tym samym interpretacj¢ uzyskanych
wynikéw w zaleznosci od okreslonych wymagar.

Sprawozdanie musi réwniez zawiera¢ informacje o zawartosci lipidéw w probce oraz o zastosowanej metodzie ich
ekstrakji.

Na zadanie nalezy poda¢ informacje na temat odzysku poszczegdlnych wzorcéw wewnetrznych, jezeli wartosci
odzysku wykraczaja poza granice okreslone w pkt 6, w razie przekroczenia dopuszczalnej zawarto$ci lub w innych

przypadkach.

Poniewaz przy ustalaniu zgodnosci probki uwzglednia si¢ niepewno$¢ pomiaru, parametr ten réwniez nalezy
podawac. Wobec tego wyniki badari nalezy podawac jako x +/- U, gdzie x oznacza wynik analizy, a U rozszerzona
niepewno$¢ pomiaru, przy zastosowaniu wspolczynnika rozszerzenia w wysokosci 2, ktéry daje wynik
w przedziale ufnoci ok. 95 %. W przypadku odrgbnego oznaczania dioksyn i dioksynopodobnych PCB nalezy
zastosowaé sume szacowanej niepewnosci rozszerzonej dla odrebnych wynikéw badan dioksyn i dioksynopodob-
nych PCB w odniesieniu do sumy dioksyn i dioksynopodobnych PCB.

Jezeli niepewno$¢ pomiaru bedzie uwzgledniana przez zastosowanie CCa (zob. cze$¢ B, pkt 1.2), parametr ten
réwniez nalezy podad.
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ZALACZNIK VI

METODY ANALIZY DOTYCZACE OZNACZANIA SKEADNIKOW POCHODZENIA ZWIERZECEGO DO

CELOW URZEDOWEJ KONTROLI PASZ

Warunki dotyczace mikroskopowego wykrywania, identyfikacji lub szacowania wystepowania sktadnikéw

4.2.

4.2.1.

4.2.2.

4.3.

4.3.1.

pochodzenia zwierzecego w paszach

Cel i zakres stosowania metody

Niniejsze warunki stosuje si¢ podczas wykrywania wystgpowania w paszach skfadnikéw pochodzenia zwierzgcego
(zdefiniowanych jako produkty pozyskane podczas przetwarzania tusz lub czgci tusz ssakow, drobiu i ryb)
przeprowadzanego z zastosowaniem badania mikroskopowego w ramach wspdlnego programu inspekji
w dziedzinie zywienia zwierzat zgodnie z rozporzadzeniem (WE) 882/2004 Parlamentu Europejskiego
i Rady (). O ile we wszystkich badaniach urzedowych stosuje si¢ metody okreslone w niniejszym zalaczniku,
dodatkowo w celu zwigkszenia wykrywalnosci lub aby okresli¢ pochodzenie pewnych rodzajow skladnikéw
pochodzenia zwierzgcego mozna przeprowadzi¢ rowniez drugie badanie, stosujac metody wariantowe lub
alternatywne. W przypadku badania zawartosci specyficznych skladnikow pochodzenia zwierzecego, takich jak
badania zawartosci plazmy lub kosci w toju (zob. pkt 9), mozna ponadto zastosowaé inne postepowanie, o ile
badania te s3 przeprowadzane oprocz analiz przewidzianych we wspSlnym programie inspekiji.

Czulosé

Metoda moga by¢ wykrywane bardzo male ilosci (< 0,1 %) skladnikéw pochodzenia zwierzgcego zaleznie od
rodzaju tych skladnikéw w paszach.

Sposéb przeprowadzenia metody

Do badafi jest wykorzystywana reprezentatywna probka, pobrana zgodnie z przepisami okreslonymi
w zalaczniku 1 i odpowiednio przygotowana. Metoda ma zastosowanie do paszy o niskiej wilgotno$ci. Pasza
o wilgotnoéci wyzszej niz 14 % musi by¢ przed obrébka wysuszona (zageszczona). Pewne pasze lub materialy
paszowe (np. tluszcze i oleje) wymagaja okreslonej obrébki (9). Skladniki pochodzenia zwierzecego sa
identyfikowane na podstawie typowych, mikroskopowo identyfikowalnych cech charakterystycznych (np. widkien
mig$niowych i innych czastek tkanki migsnej, chrzastki, kosci, rogow, wloséw, szczeciny, krwi, pidr, skorup jaj, osci
ryb, tusek). Identyfikacji poddaé zaréwno frakcje sitowa (6.1), jak i zageszczony osad (6.2).

Odczynniki i roztwory
Odczynniki zanurzeniowe

Hydrat chloralu (roztwér wodny, 60 % w/v)
Lug (NaOH 2,5 %, wfv lub KOH 2,5 %, w|v) do badania frakgji sitowych

Olej parafinowy lub gliceryna (lepkosé: 68-81) do badania osadu pod mikroskopem

Odczynniki chemiczne do plukania

Alkohol, 96 %

Aceton

Odczynnik zageszczajgcy

Czterochloroetylen (gestosé: 1,62)

() DzU.L 165 z 30.4.2004, s. 1.
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4.4.

4.4.1.

4.4.2.

4.4.3.

4.4.4.

4.5.

5.1.

5.2.

5.3.

5.4.

5.5.

5.6.

5.7.

6.1.

Odczynniki barwigce

Roztwér jodu w jodku potasu (rozpusci¢ 2 g jodku potasu w 100 ml wody i dodaé 1 g jodu, czgsto wstrzasajac)

Czerwienn alizarynowa (rozcieficzy¢ 2,5 ml 1 M kwasu chlorowodorowego w 100 ml wody i dodaé 200 mg
czerwieni alizarynowej)

Odczynnik cystynowy (2 g octanu ofowiu, 10 g NaOH/100 ml H,0)

Roztwor jodu w jodku potasu (rozpuszczony w 70 % etanolu)

Odczynnik bielgcy

Handlowy roztwér podchlorynu sodowego bedacy 9,6 % aktywnym chlorem

Aparatura i sprzet

Waga analityczna (dokladno$¢ do 0,01 g, a w przypadku badania zageszczonego osadu — 0,001 g).

Sprzgt do rozdrabniania (miynek lub mozdzierz, szczegdlnie w przypadku paszy zawierajacej > 15 % tluszczu).
Sito o otworach w ksztalcie kwadratéw, o bokach maksimum 0,50 mm.

Rozdzielacz lub zlewka osadowa ze stozkowym dnem.

Mikroskop stereoskopowy (powigkszenie minimum 40 x).

Mikroskop optyczny (powigkszenie minimum 400 x), $wiatlo przechodzace lub spolaryzowane.

Standardowe szkto laboratoryjne.

Caly sprzet szklany nalezy starannie umy¢. Rozdzielacze i szklo wymagaja mycia w zmywarce. Sita czySci sig
z uzyciem szczotki o twardym wlosiu.

Sposéb postepowania

Granulowane pasze moga by¢ wstepnie przesiane, jezeli obie frakcje sa analizowane jako oddzielna prébka.

Obrdbcee poddaé co najmniej 50 g prébki, starannie zmielonej, z zastosowaniem sprzetu do rozdrabniania (5.2)
jezeli to konieczne, aby uzyskaé odpowiednie rozdrobnienie. Ze zmiclonego materiatu pobraé dwie
reprezentatywne prébki, kazda o masie co najmniej 5 g, jedna do badania frakeji sitowej (6.1), a druga do
badania zageszczonego osadu (6.2). Dodatkowo, aby ufatwi¢ identyfikacje, mozna zastosowaé barwienie
odczynnikami barwigcymi (6.3).

Aby wykazac charakter bialek zwierzecych i pochodzenie czasteczek, mozna zastosowa pomocniczy system
ARIES i udokumentowa¢ probki referencyjne.

Identyfikacja sktadnikéw pochodzenia zwierzgcego we frakjach sitowych

Przesia¢ przez sito (5.3) co najmniej 5 g probki w celu otrzymania dwoch frakgji.

Frakgje sitowa lub reprezentatywna jej cz¢$¢, zawierajaca duze czastki, rozsypa¢ réwnomiernie na odpowiednim
podlozu i przegladaé systematycznie pod mikroskopem stereoskopowym (5.5) stosujac rézne powigkszenia,
poszukujac skladnikéw pochodzenia zwierzecego.

Preparaty wykonane z frakgji sitowej drobnej przegladaé systematycznie pod mikroskopem optycznym (5.6),
stosujac rozne powigkszenia, poszukujac skladnikéw pochodzenia zwierzgcego.
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6.2.

6.3.

6.4.

Identyfikacja sktadnikéw pochodzenia zwierzecego w zaggszczonym osadzie

Odwazy¢, z dokladno$cig do 0,01 g, co najmniej 5 g prébki, przenie$¢ do rozdzielacza lub zlewki osadowej
o stozkowym dnie, doda¢ co najmniej 50 ml czterochloroetylenu (4.3.1). Mieszaning wielokrotnie wstrzgsa¢ lub
mieszac.

—  Jezeli jest stosowany zamknigty rozdzielacz, osad pozostawi¢ na pewien czas (co najmniej na 3 minuty) przed
oddzieleniem osadu. Powtdrzy¢ wytrzasanie i pozostawi¢ osad co najmniej na 3 minuty. Osad musi oddzieli¢
si¢ ponownie.

—  Jezeli stosuje si¢ zlewke otwarta, osad nalezy pozostawi¢ co najmniej na 5 minut, zanim si¢ oddzieli.

Caly uzyskany osad wysuszy¢ i nastepnie zwazy¢, z doktadnoscia do 0,001 g. Wazenie jest konieczne tylko
w przypadku ilodciowego oznaczania. Jezeli osad zawiera wiele duzych czastek, moze by¢ przesiany przez sito (5.3)
w dwoch frakcjach. Zbadaé wysuszony osad na obecnos¢ sktadnikéw kostnych pod mikroskopem stereoskopowym
(5.5) i mikroskopem optycznym (5.6).

Stosowanie odczynnikéw zanurzeniowych i barwigcych

Identyfikacja mikroskopowa skladnikéw pochodzenia zwierzgcego moze by¢ wspomagana przez zastosowanie
specjalnych Srodkéw zanurzeniowych i odczynnikéw do barwienia

Hydrat chloralu (4.1.1): Ostroznie ogrzewajac, mozna zobaczy¢ wyrazniej struktury komoérkowe, poniewaz
ziarna skrobi zelujg i niepozadana zawarto§¢ komoérek zostaje usunigta.

Lug (4.1.2): Wodorotlenek sodu albo wodorotlenek potasu oczyszcza material paszowy, wspomagajac wykrycie
widkien migsniowych, wloséw i innych keratynowych struktur.

Olej parafinowy i gliceryna (4.1.3): Skladniki kostne moga by¢ dobrze zidentyfikowane, gdyz wiekszo$¢ lakun
wypelnia si¢ powietrzem i s widoczne jako czarne otwory o rozmiarach od 5 do 15 pm.

Roztwor jodu w jodku potasu (4.4.1): Stosowany do wykrywania zawartosci skrobi (kolor niebiesko-fioletowy)
i biatka (kolor z6tto-pomaranczowy). Roztwory mozna rozcieficzy¢, jezeli to konieczne.

Roztwér czerwieni alizarynowej (4.4.2): Czerwono-rézowe zabarwienie kosci, odci ryb i tusek. Przed
wysuszeniem (6.2) caly osad przenies¢ do szklanej probowki i przeptukaé dwukrotnie okoto 5 ml alkoholu (4.2.1).
Za kazdym razem stosowa¢ wytrzasarke typu Vortex, pozostawi¢ rozpuszczalnik przez minute do osadzenia osadu
i nastgpnie go odla. Przed zastosowaniem tego odczynnika osad wybieli¢ przez dodanie co najmniej 1 ml
roztworu podchlorynu sodowego (4.5.1). Pozwoli¢ na przebieg reakcji przez 10 minut. Probowke napehni¢ woda,
osad musi osadza¢ si¢ od 2 do 3 minut, a wode z zawieszonymi czasteczkami wylaé. Osad przeplukaé dwukrotnie
okoto 10 ml wody. Zastosowal wytrzasarke typu Vortex, pozwoli¢ na osadzenie si¢ osadu i za kazdym razem wylaé
wode. Doda¢ od 2 do 10 lub wiecej kropli w zaleznosci od ilosci pozostatego roztworu czerwieni alizarynowej.
Mieszaning wytrzasa¢ i pozwoli¢ na przebieg reakcji przez kilka sekund. Zabarwiony osad przeptukaé¢ dwukrotnie
okoto 5 ml alkoholu (4.2.1), a nastepnie raz acetonem (4.2.2). Za kazdym razem stosowal wytrzasarke typu
Vortex, doprowadzi¢ do osadzania si¢ rozpuszczalnika przez minute i wylaé go. Osad jest wéwczas gotowy do
wysuszenia.

Odczynnik cystynowy (4.4.3): Po ostroznym ogrzewaniu skladniki zawierajace cystyne, zwlaszcza wlosy i piora,
przybieraja czarno-brazowq barwe.

Badanie paszy na obecnos¢ mgczki rybnej

Zbada¢ pod mikroskopem optycznym co najmniej 1 preparat z frakgji sitowej drobnej i z frakcji osadu (6.1 i 6.2).

Jezeli na etykiecie jest informacja, Ze w skladzie jest maczka rybna, lub gdy istnieje podejrzenie wystgpowania
maczki rybnej lub zostala ona wykryta w badaniu wstgpnym, zbada¢ dodatkowo co najmniej dwa preparaty
z drobnej frakeji sitowej i caly osad.

Obliczanie i ocena

Pafistwa czlonkowskie zapewniaja stosowanie postgpowania opisanego w niniejszym ustgpie w przypadku
przeprowadzania urzedowej analizy majacej na celu oceng iloSciowg (a nie tylko obecnosé) skladnikéw
pochodzenia zwierzgcego.

Obliczenia moga by¢ przeprowadzane tylko w przypadku, gdy skladniki pochodzenia zwierzgcego zawieraja
fragmenty kostne.
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7.1.

7.2

8.1.

8.2.

Fragmenty kostne ladowych gatunkéw zwierzat stalocieplnych (tj. ssakéw i ptakéw) mozna odrézni¢ od réznych
typéw osci rybich na podstawie wystegpowania typowych lakun. Proporcje sktadnikéw pochodzenia zwierzgcego
w materiale probki szacuje si¢, biorac pod uwage:

—  oszacowang proporcje (% wagowy) fragmentéw kosci w zageszczonym osadzie, oraz
—  proporgje kosci (% wagowy) w skladnikach pochodzenia zwierzgcego.

Szacowania skladnikéw pochodzenia zwierzecego w materiale probki dokonaé z wykorzystaniem co najmniej 3
preparatow, jezeli to mozliwe, zawierajacych co najmniej 5 pél kazdy. W mieszankach paszowych zageszczony
osad zawiera zwykle nie tylko fragmenty kosci zwierzat ladowych i fragmenty osci ryb, ale takze inne drobiny
o specyficznym cigzarze wlasciwym, m.in. zwigzki mineralne, piasek, fragmenty zdrewniatych roslin.

Oszacowanie procentowej zawartosci fragmentéw kosci

% zawarto$¢ fragmentéw kosci zwierzat ladowych = (S x ¢)/W
% zawarto$¢ fragment6éw osci i tusek ryb = (S x d)/W

(S = masa osadu w mg, ¢ = wspdlczynnik korekeyjny (%) dla szacowanej czesci kosci zwierzat ladowych w osadzie,
d = wspélczynnik korekeyjny (%) dla szacowanej czesci osci i tusek ryb w osadzie, W = masa w mg materialu
prébki stuzacej do wytworzenia osadu).

Szacowanie zawartosci sktadnikéw pochodzenia zwierzgcego

Proporcja kosci w produktach zwierzecych moze znacznie si¢ zmieniaé. Zawarto$¢ kosci w przypadku maczek
kostnych wynosi od 50 do 60 %, a w przypadku maczek miesnych od 20 do 30 %. W przypadku maczek rybnych
zawarto$ci osci i tusek zmieniajg si¢ w zaleznosci od kategorii i pochodzenia maczki rybnej i wynosza zwykle od
10 do 20 %.

Jezeli rodzaj maczki zwierzgcej obecnej w prébee jest znany, mozliwe jest szacunkowe okreslenie zawartosci:
Szacunkowa zawarto$¢ skladnikéw produktéw pochodzacych od zwierzat ladowych (%) = (S x ¢)[(W x f) x 100
Szacunkowa zawarto$¢ skladnikow produktow rybnych (%) = (S x d)/(W x f) x 100

(S = masa osadu w mg, ¢ = wspolczynnik korekcyjny (%) dla szacowanej czgsci kosci zwierzat ladowych w osadzie,
d = wspotezynnik korekeyjny (%) dla szacowanej czgsci oéci ryb i tusek w osadzie, f = wspélezynnik korekeyjny (%)
dla proporgji kosci w sktadnikach pochodzenia zwierzgcego w badanej prébce, W = masa w mg materiatu probki
stuzacej do wytworzenia osadu).

Wyrazanie wynikow

Sprawozdanie musi zawieral co najmniej informacje o wystgpowaniu skladnikow pochodzenia zwierzecego ze
zwierzat ladowych i z maczki rybnej. Informacje nalezy sformulowaé w podany nizej sposob:

W odniesieniu do wystgpowania sktadnikéw pochodzacych ze zwierzat ladowych:

—  Nie stwierdzono, z uzyciem mikroskopu, w badanej probce zadnych skladnikéw pochodzacych ze zwierzat
ladowych,

lub
—  Stwierdzono, z uzyciem mikroskopu, w badanej prébee sktadniki pochodzace ze zwierzat ladowych.
Oraz, w odniesieniu do wystepowania maczki rybnej:
—  Nie stwierdzono, z uzyciem mikroskopu, w badanej prébce zadnych skladnikéw pochodzacych z ryb,
lub

—  Stwierdzono, z uzyciem mikroskopu, w badanej prébee sktadniki pochodzace z ryb.
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W przypadku gdy zostanie stwierdzone wystgpowanie sktadnikéw pochodzacych z ryb lub ze zwierzat ladowych,
w sprawozdaniu z badar, jezeli to konieczne, wskaza¢ oszacowana ilo$¢ znalezionych sktadnikéw (x %, < 0,1 %,
0,1-0,5 %, 0,5-5% lub > 5%), dalsza specyfikacje typu zwierzgcia ladowego, jezeli to jest mozliwe, oraz
zidentyfikowane skladniki zwierzece (wldkna mig$niowe, chrzastke, kosci, rogi, siers¢, szczecing, piora, krew,
skorupy jaj, osci ryb, tuski).

Jezeli szacuje si¢ ilo$¢ skladnikéw zwierzecych, wymieni¢ zastosowany wspotezynnik korekeyjny f.

Jezeli sa zidentyfikowane skladniki kostne zwierzat ladowych, w sprawozdaniu umiesci¢ dodatkowa informacje
0 nastepujacej tresci:

Nie mozna wykluczy¢, ze powyzsze skladniki pochodzg od ssakéw.

Dodatkowa informacja nie jest konieczna w przypadku, gdy fragmenty kostne zwierzat ladowych zostaly
wyszczegOlnione jako fragmenty kosci drobiu lub ssakow.

Dodatkowa procedura w przypadku analizy tluszczu lub oleju

W celu dokonania analizy tluszczu lub oleju mozna zastosowaé nastepujacg procedure:

—  Jezeli tluszcz wystepuje w postaci stalej, ogrzewac, np. w kuchence mikrofalowej, az do uzyskania postaci
plynnej.

—  Pipetg przenie§¢ 40 ml thuszczu z dna probki do probowki wirdwkowe;.
—  Wirowa¢ przez 10 minut przy 4 000 obr./min.

—  Jezeli thuszcz jest zestalony po odwirowaniu, ogrzaé go jeszcze raz, az do uzyskania postaci plynnej.
Ponownie wirowa¢ przez 5 minut przy 4 000 obr./min.

—  Malg lyzka lub lopatka laboratoryjng przenie$¢ potowe zdekantowanych zanieczyszczen na plytke Petriego
lub na szkietko mikroskopowe w celu dokonania mikroskopowej identyfikacji ewentualnej zawartosci
skladnikéw pochodzenia zwierzecego (wldkna mig$niowe, pidra, fragmenty kostne itp.). Jako $rodek
zanurzeniowy stosowany w badaniach mikroskopowych zaleca si¢ olej parafinowy lub gliceryne.

—  Pozostale zanieczyszczenia poddaé sedymentacji w sposéb okreslony w pkt 6.2.
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ZALACZNIK VII

METODA OBLICZANIA WARTOSCI ENERGETYCZNE]J PASZ DLA DROBIU

Metoda obliczania i wyrazania warto$ci energetycznej
Warto$¢ energetyczna mieszanek paszowych dla drobiu musi by¢ obliczana zgodnie ze wzorem okre$lonym ponizej,

na podstawie procentowej zawartosci niektorych skladnikéw analitycznych paszy. Warto$¢ ta musi by¢ wyrazana
w megadzulach (M]) energii metabolicznej (EM), skorygowanej azotem, 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 zawarto$ci cukru (wyrazonego jako sacharoza).

Tolerancje majace zastosowanie do podawanych warto$ci

Jezeli urzedowa kontrola wykaze rozbiezno$¢ (wyzsza lub nizsza warto§¢ energetyczna paszy) miedzy wynikiem
kontroli a podana wartoscia energetyczna, dopuszczalna jest tolerancja minimalna wynoszaca 0,4 Mj/kg EM.

Wyrazanie wynikéw

Wynik otrzymany po zastosowaniu podanego powyzej wzoru nalezy podawac z doktadnoscia do jednego miejsca po
przecinku.

Pobieranie prébek i metody analizy

Pobieranie probek mieszanki paszowej oraz okreSlanie zawartosci sktadnikoéw analitycznych wskazanych w metodzie
obliczania muszg odbywac si¢ odpowiednio zgodnie ze wspdlnotowymi metodami pobierania probek oraz metodami
analizy dla urzedowej kontroli pasz.

Nalezy stosowaé nastepujace metody:

— do oznaczania zawartoSci tluszczu surowego: postgpowanie B z metody oznaczania surowych olejow
i thuszczoéw, okreslone w zalgezniku 11 cze$é H,

—  do oznaczania zawarto$ci skrobi: metoda polarymetryczna, okre$lona w zalaczniku IIT czg$¢ L.
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ZALACZNIK VIII

METODY ANALIZY DO CELOW KONTROLI NIELEGALNE] OBECNOSCI W PASZACH DODATKOW, KTORE

JUZ NIE SA DOPUSZCZONE

Wazne uwagi:

Do wykrywania w paszach dodatkéw nielegalnych, ktére juz nie sa dopuszczone, mozna stosowaé bardziej
wrazliwe metody analizy, niz okre$lone w niniejszym zalaczniku.

Metody analizy, o ktérych mowa w niniejszym zalaczniku, nalezy stosowaé do celéw potwierdzania.

3.1.

3.2

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

A.  OZNACZANIE METYLOBENZOQUATU

7-benzyloksy-6-butylo-3-metoksykarbonylo-4-chinolon

Cel i zakres stosowania metody

Metoda stuzy do oznaczania zawartosci metylobenzoquatu w paszach. Granica oznaczalno$ci wynosi 1 mg/kg.

Spos6b przeprowadzenia metody

Metylobenzoquat ekstrahuje si¢ z probki metanolowym roztworem kwasu metanosulfonowego. Ekstrakt
oczyszcza si¢ dwuchlorometanem metoda chromatografii jonowymiennej, a nastgpnie ponownie dwuchloro-
metanem. Zawarto$¢ metylobenzoquatu jest oznaczana metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej
z odwrécong fazg (HPLC) z uzyciem detektora UV.

Odczynniki i roztwory

Dwuchlorometan.

Metanol do HPLC.

Faza ruchoma HPLC.

Mieszanina metanolu, o ktérym mowa w 3.2, i wody do HPLC, w stosunku 75 + 25 (v+v).

Przefiltrowaé przez filtr 0,22 pm (4.5) i odgazowal roztwdr, np. przy zastosowaniu ultradzwickéw przez
10 minut.

Roztwér kwasu metanosulfonowego, ¢ = 2 %.

Rozcieficzy¢ 20,0 ml kwasu metanosulfonowego metanolem (3.2) do objetosci 1 000 ml.
Roztwér kwasu chlorowodorowego, ¢ = 10 %.

Rozcieficzy¢ 100 ml kwasu chlorowodorowego (p,o = 1,18 g/ml) woda do objetosci 1 000 ml.
Zywica kationowowymienna Amberlit CG-120 (Na), 100 do 200 oczek.

Zywicg czgéciowo przygotowuje sie przed uzyciem, sporzadzajac zawiesing ze 100 g zywicy i 500 ml roztworu
kwasu chlorowodorowego (3.5), i ogrzewa na plycie grzewczej do wrzenia, ciggle mieszajac. Pozostawi¢ do
schlodzenia i zdekantowa¢ kwasem. Przefiltrowaé w warunkach prézni na filtrze z bibuly. Zywice przemy¢
dwukrotnie 500 ml porcjami wody, a nastgpnie 250 ml metanolu (3.2). Zywice przemy¢ ponownie 250 ml
metanolu i wysuszy¢, przepuszczajgc powietrze przez warstwe zywicy na filtrze. Wysuszong Zywice
przechowywa¢ w zakorkowanej butelce.
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3.7.

3.7.1.

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.4.1.

4.5.

4.6.

5.2.

5.3.

Substancja wzorcowa: czysty metylobenzoquat (7-benzyloksy-6-butylo-3-metoksykarbonylo-4-chinolon).
Roztwdr wzorcowy podstawowy metylobenzoquatu, 500 pg/ml

Odwazy¢, z dokladnoscia do 0,1 mg, 50 mg substancji wzorcowej (3.7), rozpuécié w roztworze kwasu
metanosulfonowego (3.4) w kolbie miarowej o pojemnosci 100 ml, uzupehi¢ do pelnej objetosci kolby kwasem
i zmieszac.

Rozwér wzorcowy posredni metylobenzoquatu, 50 pg/ml

Do kolby miarowej o pojemnosci 50 ml przenie$¢ 5,0 ml podstawowego roztworu wzorcowego
metylobenzoquatu (3.7.1) uzupelni¢ do pelnej objetosci kolby metanolem (3.2) i zmieszac.

Roztwory kalibracyjne

Do kolb miarowych o pojemnosci 25 ml przenies¢ kolejno 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 i 5,0 ml roztworu wzorcowego
posredniego metylobenzoquatu (3.7.2). Uzupelni¢ do pelnej objetosci kolb faza ruchoma (3.3) i zmieszac.
Roztwory te maja odpowiednio stezenia 2,0, 4,0, 6,0, 8,0 i 10,0 pg/ml metylobenzoquatu. Roztwory te
przygotowac bezposrednio przed uzyciem.

Aparatura i sprzet

Wstrzasarka laboratoryjna

Prézniowa wyparka rotacyjna

Kolumna szklana (250 mm x 15 mm) z kranem i zbiornikiem o pojemnosci okoto 200 ml

Sprzet do HPLC z detektorem UV o zmiennej dhugosci fali miarowej lub z detektorem diodowym
Kolumna do chromatografii cieczowej: 300 mm x 4 mm, C;5, wypeknienie 10 pm lub réwnowazne
Filtry membranowe, 0,22 pm

Filtry membranowe, 0,45 pm

Sposéb postepowania
Wskazéwki ogdlne

Slepa probe paszy nalezy poddaé analizie w celu sprawdzenia, czy nie zawiera ona metylobenzoquatu
i substangji interferujacych.

Badanie odzysku nalezy przeprowadzi¢, analizujac Slepa probe paszy fortyfikowang przez dodanie znanej ilosci
metylobenzoquatu, o wadze zblizonej do tej, ktéra znajduje si¢ w analizowanej probee. Aby fortyfikowac na
poziomie 15 mgfkg, doda¢ 600 pl roztworu wzorcowego podstawowego (3.7.1) do 20 g Slepej préby paszy,
zmiesza¢ i odczeka¢ 10 minut do rozpoczecia ekstrakeji (5.2).

Slepa préba paszy musi by¢ podobna do badanej probki, a jej analiza nie moze potwierdzaé obecnosci
metylobenzoquatu.

Ekstrakcja

Odwazy¢, z doktadnoscia do 0,01 g, 20 g przygotowanej proby i umiesci¢ w kolbie stozkowej o pojemnosci
250 ml. Doda¢ 100,0 ml roztworu kwasu metanosulfonowego (3.4) i wstrzasa¢ mechanicznie przy
zastosowaniu wstrzasarki (4.1) przez 30 minut. Roztwor filtrowal przez filtr z bibuly i zachowad filtrat do
rozdzialu w ukladzie ciecz-ciecz (5.3).

Rozdziat w uktadzie ciecz-ciecz

Do rozdzielacza o pojemnosci 500 ml zawierajgcego 100 ml roztworu kwasu chlorowodorowego (3.5)
wprowadzi¢ 25,0 ml otrzymanego wczesniej filtratu (5.2). Doda¢ 100 ml dwuchlorometanu (3.1) i wstrzasaé
przez minutg. Pozostawi¢ do rozdzielenia si¢ warstw, a nastepnie dolng warstwe (dwuchlorometanows) spuscic
do kolby okraglodennej o pojemnosci 500 ml. Powtérzy¢ ekstrakcje fazy wodnej, dodajac 2 porcje 40 ml
dwuchlorometanu, i polaczy¢ je z pierwszym ekstraktem w kolbie okraglodennej. Odparowaé ekstrake
dwuchlorometanu do sucha na prozniowej wyparce rotacyjnej (4.2) przy zmniejszonym ci$nieniu
w temperaturze 40 °C. Pozostalo$¢ rozpusci¢ w 20 do 25 ml metanolu (3.2), zamkna¢ kolbe i zachowad
catos¢ ekstraktu do chromatografii jonowymiennej (5.4).
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Chromatografia jonowymienna
Przygotowanie kolumny kationowowymiennej

Dolny koniec kolumny szklanej (4.3) zatkaé zwitkiem waty szklanej. Przygotowal zawiesing 5,0 g zywicy
kationitowowymiennej (3.6) i 50 ml roztworu kwasu chlorowodorowego (3.5). Wla¢ ja do kolumny
i pozostawi¢ do ustabilizowania si¢. Zla¢ nadmiar kwasu znad powierzchni zywicy i przemywac kolumng woda
do obojetnego odczynu wycieku wobec lakmusu. Przenie$¢ 50 ml metanolu (3.2) do kolumny i pozwoli¢, aby
przesaczyt si¢ do powierzchni zywicy.

Chromatografia kolumnowa

Filtrat uzyskany w sposéb, o ktérym mowa w pkt 5.3, przenie$¢ ostroznie pipeta do kolumny. Kolbe
okragtodenna przemy¢ 2 porcjami od 5 do 10 ml metanolu (3.2), a nastgpnie roztwér z przemycia nanie$¢ na
kolumne. Poczekaé az ekstrakt dojdzie do powierzchni Zywicy, nastgpnie przemy¢ kolumng 50 ml metanolu, tak
aby predkos$¢ wzbierania ekstraktu nie byla wyzsza niz 5 ml na minute. Wyciek odrzuci¢. Metylobenzoquat
wymy¢ z kolumny przy uzyciu 150 ml roztworu kwasu metanosulfonowego (3.4) i zebra¢ eluent w kolbie
stozkowej o pojemnosci 250 ml.

Rozdziat w ukladzie ciecz-ciecz

Eluent otrzymany w sposob okreslony w pkt 5.4.2 przenie$¢ do rozdzielacza o pojemnosci 1 1. Przemy¢ kolbe
stozkowa od 5 do 10 ml metanolu (3.2) i roztwdr po przemyciu dolaczy¢ do zawartoéci rozdzielacza. Dodaé
300 ml roztworu kwasu chlorowodorowego (3.5) i 130 ml dwuchlorometanu (3.1). Wstrzasa¢ przez minute
i pozostawi¢ do rozdzielenia faz. Dolna warstwe (dwuchlorometan) przenies¢ do kolby okraglodennej

o pojemnosci 500 ml. Powtorzy¢ ekstrakcje fazy wodnej nastgpnymi 2 porcjami 70 ml dwuchlorometanu
i ekstrakty dolaczy¢ do zawartosci pierwszej kolby okraglodenne;.

Ekstrakt dwuchlorometanu odparowa¢ do sucha na prézniowej wyparce rotacyjnej (4.2) przy zmniejszonym
ci$nieniu w temperaturze 40 °C. Pozostalo$¢ rozpusci¢ w kolbie zawierajacej okolo 5 ml metanolu (3.2)
i roztwor przenies¢ ilosciowo do kolby miarowej o pojemnosci 10 ml. Przemy¢ dwa razy kolbe okraglodenna
nastepnymi 2 porcjami od 1 do 2 ml metanolu, a nastgpnie przenies¢ do kolby miarowej. Uzupelni¢ do pelnej
objetosci kolby metanolem i zmieszaé. Podzielna czg$¢ jest filtrowana przez filtr membranowy (4.6). Roztwor
zachowa¢ do oznaczania HPLC (5.6).

Oznaczanie HPLC

Parametry

Ponizsze parametry podano jako przykladowe; inne parametry moga by¢ zastosowane, o ile gwarantuja
otrzymanie réwnowaznych wynikéw:

—  kolumna do chromatografii cieczowej (4.4.1),

—  faza ruchoma do HPLC: mieszanina metanolu z wodg (3.3),
—  predko$¢ przeptywu: 1 do 1,5/min,

—  dlugos¢ fali przy detekgji: 265 nm,

—  dozowana objetosé: 20 do 50 pl.

Sprawdzi¢ stabilno$¢ uktadu chromatograficznego, dozujac kilkakrotnie roztwor kalibracyjny (3.7.3) zawierajacy
4 pg/ml, az do ustalenia statych wysokosci (powierzchni) piku i czaséw retencji.

Krzywa kalibracyjna
Zadozowac kilka razy kazdy z kalibracyjnych roztworéw (3.7.3) i okresli¢c wysokosci (powierzchnie) piku dla

kazdego stezenia. Wykreslic krzywa kalibracyjng, odkladajac Srednie wysokosci (powierzchnie) pikow
kalibracyjnych roztworéw na osi rz¢dnych oraz odpowiadajace im stezenia w pg/ml na osi odcigtych.

Badany roztwér probki

Zadozowac kilka razy ekstrakt probki (5.5) stosujac taka sama objetos¢ jak przy roztworach kalibracyjnych,
i wyznaczy¢ $rednia wysoko$¢ (powierzchnig) piku metylobenzoquatu.

Obliczanie wynikéw

Na podstawie $redniej wysokosci (powierzchni) pikéw metylobenzoquatu roztworu probki okreslié stezenie
roztworu probki w pg/ml, odnoszac si¢ do krzywej kalibracyjnej (5.6.2).
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Zawarto$¢ metylobenzoquatu w (mg/kg) w probee oblicza si¢ wedlug nastgpujacego wzoru:

cx 40
W=
m

gdzie:

¢ = stezenie metylobenzoquatu w g/ml w roztworze prébki
m = masa nawazki w g

Sprawdzenie metody
Sprawdzanie tozsamosci

Tozsamo$¢ analitu moze by¢ potwierdzona przez kochromatografi¢ lub zastosowanie detektora diodowego, przy
uzyciu ktérego poréwnuje si¢ widma ekstraktu probki i roztworu kalibracyjnego (3.7.3) zawierajacego 10 pg/ml
metylobenzoquatu.

Kochromatografia

Ekstrakt probki jest fortyfikowany przez dodanie odpowiedniej iloci posredniego roztworu wzorcowego (3.7.2).
Ilo$¢ dodanego metylobenzoquatu musi by¢ podobna do ilosci metylobenzoquatu w ekstrakcie prébki.

Po uwzglednieniu zaréwno dodanej iloéci, jak i stopnia rozcieficzenia ekstraktu, zwigkszy¢ si¢ moze tylko
wysoko$¢ piku metylobenzoquatu. Szeroko$¢ piku w potowie jego wysokosci nie moze przekraczaé okoto 10 %
pierwotnej szerokosci.

Detekcja diodowa

Wyniki sprawdza si¢ wedtug nastepujacych kryteriow:

a)  dlugos¢ fali odpowiadajaca maksymalnej absorpcji prébki i widm wzorcowych zapisana w punkcie
wierzchotka piku zarejestrowanego na chromatogramie musi by¢ taka sama, po uwzglednieniu marginesu
okreslonego zdolnoscig rozdzielczg systemu detekcji. W przypadku detekcji diodowej zdolnosé
rozdzielcza miesci si¢ zazwyczaj w granicach 2 nm;

b)  w zakresie od 220 do 350 nm prébka i widma wzorcowe zapisane w punkcie wierzchotka piku na
chromatogramie nie moga si¢ rozni¢ dla tych czesci widma w zakresie od 10 do 100 % wzglednej
absorbangji. Kryterium uwaza si¢ za spetnione, jezeli wystepuja te same maksymalne wartosci i w ramach
zadnego z obserwowanych punktéw rozbiezno$¢ migdzy dwoma widmami nie jest wigksza niz 15 %
absorbancji wzorcowego analitu;

¢)  w zakresie od 220 do 350 nm widma wartosci rosnacych, szczytowych i malejacych ekstraktu probki nie
moga rézni¢ si¢ od siebie dla tych czgsci widma w zakresie od 10 do 100 % absorbancji wzglednej.
Kryterium uwaza si¢ za spelnione, jezeli wystepuja te same maksymalne warto$ci i w ramach zadnego
z obserwowanych punktéw rozbiezno$¢ migdzy widmami nie jest wigksza niz 15 % widma wartoci
SZCZYytowej.

Jezeli jedno z tych kryteriéw nie jest spetnione, obecno$¢ analitu nie jest potwierdzona.

Powtarzalnos¢

Roznica pomigdzy wynikami dwoch rownoleglych oznaczen wykonanych dla tej samej prébki nie moze
przekraczaé: 10 % wzgledem wyzszego wyniku, dla zawartosci metylobenzoquatu od 4 do 20 mg/kg.

Odzysk

W przypadku fortyfikowanej slepej proby odzysk nie moze by¢ mniejszy niz 90 %.

Wyniki badain miedzylaboratoryjnych

W ramach wspdlpracy 10 laboratoriow przeprowadzono analiz¢ pigciu probek. Analize kazdej probki
przeprowadzono dwukrotnie.

Slepa proba Maczka 1 Granulat 1 Maczka 2 Granulat 2
Srednia [mg/kg] n.w. 4,50 4,50 8,90 8,70
s, [mg/kg] — 0,30 0,20 0,60 0,50
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Slepa préba Maczka 1 Granulat 1 Maczka 2 Granulat 2
CV, [%] — 6,70 4,40 6,70 5,70
sg [mg/kg] — 0,40 0,50 0,90 1,00
CVy [%] — 8,90 11,10 10,10 11,50
Odzysk [%] — 92,00 93,00 92,00 89,00

n.w.

nie wykryto

s, = odchylenie standardowe powtarzalnosci
CV, = wspodlczynnik zmiennosci powtarzalnosci w %
sg = odchylenie standardowe odtwarzalnosci
CVy = wspélezynnik zmiennosci odtwarzalnosci w %

B.  OZNACZANIE OLAQUINDOKSU

2-[N-2"-(hydroksyetyl)karbamoil]-3-metylochinoksalino-N',N*-dioksyd

Cel i zakres stosowania metody

Metoda stuzy do oznaczania zawartosci olaquindoksu w paszach. Granica oznaczalno$ci wynosi 5 mg/kg.

Spos6b przeprowadzenia metody

Probka jest ekstrahowana mieszaning wody i metanolu. Zawarto$¢ olaquindoksu jest oznaczana metoda
wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) z faza odwrdcong przy uzyciu detektora UV.

Odczynniki i roztwory

Metanol.

Metanol do HPLC.

Woda do HPLC.

Faza ruchoma do HPLC.

Mieszanina wody (3.3) i metanolu (3.2) w stosunku 900 + 100 (V + V).

Substancja wzorcowa: czysty olaquindoks 2-[N-2'-(hydroksyetyl)karbamoil]-3-metylochinoksalino-N!,N*-diok-
syd, E 851.

Roztwér wzorcowy podstawowy olaquindoksu, 250 pg/ml

Odwazy¢, z dokladnoscia do 0,1 mg, 50 mg olaquindoksu (3.5) do kolby miarowej o pojemnosci 200 ml
i doda¢ okolo 190 ml wody. Nastepnie umiesci¢ kolbe w lazni ultradZwigkowej (4.1) na 20 minut. Po
zastosowaniu ultradZwickéw roztwér doprowadzi¢ do temperatury pokojowej, uzupelni¢ do pelnej objetosci
kolby wodg i zmieszal. Przykry¢ kolbe folig aluminiowa i przechowywaé w lodéwce. Roztwér nalezy
przygotowywac raz w miesigcu.

Roztwdr wzorcowy posredni olaquindoksu, 25 pg/ml

Przenies¢ 10,0 ml roztworu wzorcowego podstawowego (3.5.1) do kolby miarowej o pojemnosci 100 ml,
uzupelni¢ do pelnej objgtosci kolby faza ruchoma (3.4) i zmieszal. Przykry¢ kolbe folig aluminiowa
i przechowywaé w lodéwce. Roztwor nalezy przygotowywaé codziennie.

Roztwory kalibracyjne

Do kolb miarowych o pojemnosci 50 ml przenie$¢ 1,0, 2,0, 5,0, 10,0, 15,0 i 20,0 ml roztworu wzorcowego
posredniego (3.5.2). Uzupekni¢ do pelnej objgtosci kolb faza ruchoma (3.4) i zmieszal. Przykry¢ kolbe folig
aluminiowq. Roztwory te odpowiadaja odpowiednio 0,5, 1,0, 2,5, 5,0, 7,5, i 10,0 pg olaquindoksu/ml.

Roztwory nalezy przygotowywaé codziennie.
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Aparatura i sprzet

Laznia ultradZwickowa.

Wstrzgsarka mechaniczna.

Aparat do HPLC z detektorem o zmiennej dtugosci fali lub detektorem diodowym.

Kolumna do chromatografii cieczowej o wymiarach 250 mm x 4 mm, C;g, wypelnienie 10 pm lub réwnowazne

Filtr membranowy, 0,45 pm.

Sposéb postepowania

Uwaga: Olaquindoks jest wrazliwy na $wiatlo. Wszystkie czynnosci nalezy przeprowadzaé przy ograniczonym
dostepie $wiatla lub z zastosowaniem szkla oranzowego.

Wskazéwki ogélne

Slepa probe paszy nalezy podda¢ analizie w celu potwierdzenia braku olaquindoksu i substanji interferujacych.

Badanie odzysku nalezy przeprowadzi¢, analizujac Slepa probe paszy fortyfikowang przez dodanie znanej ilosci
olaquindoksu, o wadze zblizonej do tej, ktéra znajduje si¢ w probee. Aby fortyfikowaé na poziomie 50 mg/kg,
przenie$¢ 10,0 ml roztworu wzorcowego podstawowego (3.5.1) do kolby stozkowej o pojemnosci 250 ml
i odparowac roztwor do okoto 0,5 ml. Doda¢ 50 g Slepej proby paszy, dokladnie zmieszaé i pozostawi¢ na 10
minut, kilkakrotnie mieszajac przed przejsciem do etapu ekstrakeji (5.2).

Uwaga: Slepa préba paszy musi by¢ podobna do badanej prébki, a jej analiza nie moze potwierdza¢ obecnosci
olaquindoksu.

Ekstrakcja

Odwazy¢, z dokladnoscig do 0,01 g, 50 g probki. Przenies¢ do kolby stozkowej o pojemnosci 1 000 ml, dodaé
100 ml metanolu (3.1) i umiesci¢ kolbe¢ na 5 minut w fazni ultradZzwickowej (4.1). Doda¢ 410 ml wody
i pozostawi¢ w lazni ultradzwigkowej na 15 minut. Wyja¢ kolbe z tazni i wstrzasa¢ nig przez 30 minut
z uzyciem wstrzasarki mechanicznej (4.2), nastgpnie przefiltrowal przez pofaldowany filtr. Przenies¢ 10,0 ml
filtratu do kolby miarowej o pojemnosci 20 ml, uzupeti¢ do pelnej objetosci kolby woda i zmieszal.
Przefiltrowaé podzielng czg$¢ przez filtr membranowy (4.4) (zob. objasnienia pkt 9). Przystapi¢ do oznaczania
HPLC (5.3).

Oznaczanie HPLC
Parametry:

Ponizsze parametry podano jako przykladowe; inne parametry moga by¢ zastosowane, o ile gwarantujg
otrzymanie réwnowaznych wynikéw.

Kolumna analityczna

4.3.1)
Faza ruchoma (3.4): mieszanina wody (3.3) i metanolu (3.2), 900 + 100 (V + V)
Predkos$¢ przeplywu: 1,5-2 ml/min

Dlugos¢ fali przy detekcji: 380 nm
Dozowana objeto$¢: 20 pl-100 pl

Sprawdzi¢ stabilno$¢ systemu chromatograficznego, dozujac kilkakrotnie roztwér Kkalibracyjny (3.5.3)
zawierajacy 2,5 pg/ml, az do uzyskania statych wysokosci piku i czasow retengji.

Krzywa kalibracyjna
Zadozowa¢ kilka razy kazdy z roztwordw kalibracyjnych (3.5.3) i okresli¢ $rednie wysokosci (powierzchnie) piku

dla kazdego stezenia. Wykresli¢ krzywa kalibracyjng, odkladajac srednie wysoko$ci (powierzchnie) pikéw
roztworéw kalibracyjnych na osi rzednych oraz odpowiadajace im stezenia w pg/ml na osi odcietych.

Roztwoér probki

Zadozowa¢ kilka razy ekstrakt probki (5.2) stosujac taka sama objetos¢ jak przy roztworach kalibracyjnych,
i okresli¢ Srednig wysoko$¢ (powierzchnig) piku dla pikéw olaquindoksu.
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Obliczanie wynikéw

Na podstawie $redniej wysokosci (powierzchni) pikéw olaquindoksu roztworu probki okresli¢ stezenie roztworu
probki w pg/ml, odnoszac si¢ do krzywej kalibracyjnej (5.3.2).

Zawarto§¢ olaquindoksu w probce w mg/kg oblicza si¢ wedlug nastepujacego wzoru:

¢ x 1000
wW=—
m

gdzie:

¢ = stezenie olaquindoksu w pg/ml w ekstrakcie probki (5.2)

m= masa nawazki w g/ml (5.2)

Sprawdzenie metody
Sprawdzenie tozsamosci

Tozsamo$¢ analitu moze by¢ potwierdzona przez kochromatografi¢ lub zastosowanie detektora diodowego, przy
uzyciu ktérego poréwnuje si¢ widma ekstraktu probki (5.2) i roztworu kalibracyjnego (3.5.3) zawierajacego
5 pg/ml olaquidoksu.

Kochromatografia

Ekstrakt probki (5.2) fortyfikuje si¢ przez dodanie odpowiedniej ilosci roztworu kalibracyjnego (3.5.3). Ilos¢
dodanego olaquindoksu musi odpowiada¢ iloci olaquindoksu w ekstrakcie probki.

Po uwzglednieniu zaréwno dodanej ilosci, jak i rozcieficzenia ekstraktu, zwigkszy¢ si¢ moze tylko wysokos¢ piku
olaquindoksu. Szeroko§¢ piku w polowie jego wysokosci musi miesci¢ si¢ w granicach + 10 % pierwotnej
szerokosci piku niefortyfikowanego ekstraktu probki.

Detekcja diodowa

Wyniki ocenia si¢ wedlug nastepujacych kryteriow:

a)  dlugos¢ fali odpowiadajaca maksymalnej absorpcji probki i widm wzorcowych zapisana w punkcie
wierzcholka piku zarejestrowanego na chromatogramie musi by¢ taka sama, po uwzglednieniu marginesu
okre$lonego zdolnoscig rozdzielcza systemu detekcji. W przypadku detekcji diodowej zdolno$é
rozdzielcza miesci si¢ zazwyczaj w granicach + 2 nm;

b)  w zakresie pomigdzy 220 a 400 nm prébka i widma wzorcowe zapisane w punkcie wierzchotka piku na
chromatogramie nie moga si¢ rézni¢ dla tych cze$ci widma w zakresie od 10 do 100 % wzglednej
absorbancji. Kryterium uwaza sie za spelnione, jezeli wystepuja te same maksymalne warto$ci i w ramach
zadnego z obserwowanych punktéw rozbiezno$¢ miedzy dwoma widmami nie jest wigksza niz 15 %
absorbancji wzorcowego agalitu;

o) w zakresie od 220 do 400 nm widma wartosci rosnacych, szczytowych i malejacych ekstraktu prébki nie
moga réznic¢ si¢ od siebie dla tych czesci widma w zakresie od 10 do 100 % absorbancji wzglednej.
Kryterium uwaza si¢ za spelnione, jezeli wystepuja te same maksymalne wartosci i w ramach zadnego
z obserwowanych punktéw rozbiezno$¢ miedzy widmami nie jest wicksza niz 15 % widma wartos$ci
SZCZYtOWe;.

Jezeli jedno z tych kryteriow nie jest spetnione, obecnos¢ analitu nie jest potwierdzona.

Powtarzalnos¢

Réznica pomigdzy wynikami dwoch réwnoleglych oznaczen wykonanych dla tej samej probki nie moze
przekraczaé 15 % najwyzszego wyniku, dla zawartosci olaquindoksu od 10 do 200 mg/kg.

Odzysk

Odzysk olaquindoksu dodanego do Slepej proby paszy nie moze by¢ nizszy niz 90 %.
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Wyniki badain miedzylaboratoryjnych

We Wspdlnocie Europejskiej przeprowadzono badania poréwnawcze, w ktérych cztery prébki pasz dla prosiat,
w tym jedna §lepa, byly analizowane przez maksymalnie 13 laboratoriéw. Wyniki sa podane ponizej:

Prébka 1 Probka 2 Probka 3 Probka 4
L 13 10 11 11
n 40 40 44 44
Srednia [mg/kg] — 14,6 48,0 95,4
S, [mg/kg] — 0,82 2,05 6,36
Sg [mg/ke] — 1,62 428 8,42
v, [%] — 5,6 43 6,7
CVr [%] — 11,1 8,9 8,8
Nominalna zawarto$¢
[mg/kg] — 15 50 100
Odzysk % — 97,3 96,0 95,4
L = liczba laboratoriéw

liczba pojedynczych wartosci

S
Sk
CV, = wspdlezynnik zmiennosci powtarzalnosci

odchylenie standardowe powtarzalnoci

odchylenie standardowe odtwarzalnosci

CVr = wspodlezynnik zmiennosci odtwarzalnosci

Objasnienia

Metoda nie bylta sprawdzana dla pasz zawierajacych wigcej niz 100 mg/kg olaquindoksu, zaklada si¢ jednak
otrzymanie zadowalajacych wynikéw poprzez zmniejszenie odwazki analitycznej lub rozcieficzenie ekstraktu
(5.2) w celu otrzymania stezenia w zakresie krzywej kalibracyjnej (5.3.2).

C.  OZNACZANIE AMPROLIUM

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

Cel i zakres stosowania metody

Metoda stuzy do oznaczania zawartosci amprolium w paszach i premiksach. Granica wykrywalnosci wynosi
1 mg/kg, granica oznaczalno$ci wynosi 5 mg/kg.

Sposob przeprowadzenia metody

Probka jest ekstrahowana mieszaning metanolu i wody. Po rozcieficzeniu fazg ruchoma i filtrowaniu przez filtr
membranowy zawarto$¢ amprolium jest oznaczana metoda kationowo wymienng wysokosprawnej chromato-
grafii cieczowej HPLC przy wykorzystaniu detektora UV.

Odczynniki i roztwory

Metanol.

Acetonitryl do HPLC.

Woda do HPLC.

Roztwér dwuwodorofosforanu sodu, ¢ = 0,1 mol/l.

Rozpusci¢ 13,80 g monohydratu dwuwodorofosforanu sodu w wodzie (3.3) w kolbie miarowej o pojemnosci
1 000 ml, uzupei¢ do pelnej objetosci kolby woda (3.3) i zmieszac.
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3.5.

3.6.

3.7.

3.7.1.

3.7.2.

3.7.3.

3.8.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

Roztwér nadchloranu sodu, ¢ = 1,6 mol/l.

Rozpusci¢ 224,74 g monohydratu nadchloranu sodu w wodzie (3.3) w kolbie miarowej o pojemnosci 1 000 ml,
uzupeni¢ do pelnej objetosci kolby woda (3.3) i zmieszaé.

Faza ruchoma do HPLC (zob. objasnienia pkt 9.1).

Mieszanina, w stosunku 450+450+100 (v+v+v): acetonitrylu (3.2), roztworu dwuwodorofosforanu sodu (3.4),
oraz roztworu nadchloranu sodu (3.5). Przed uzyciem przefiltrowaé przez filtr membranowy 0,22 pm (4.3)
i odgazowa¢ roztwor, np. przy zastosowaniu fazni ultradZwickowej (4.4) co najmniej przez 15 minut.

Substancja wzorcowa: czyste amprolium, chlorowodorek chlorku 1-[(4-amino-2-propylopirymidyno-5-yl)
metyl]-2-metylo-pirydyny, E 750 (zob. pkt 9.2)

Roztwdér wzorcowy podstawowy amprolium, 500 pg/ml

Odwazy¢, z dokladnoscia do 0,1 mg, 50 mg amprolium (3.7) do kolby miarowej o pojemnosci 100 ml,
rozpusci¢ w 80 ml metanolu (3.1) i umie$ci¢ kolbg¢ na 10 minut w azni ultradZwickowej (4.4). Nastepnie
doprowadzi¢ roztwér do temperatury pokojowej, uzupeni¢ do pelnej objetosci kolby wodg i zmieszaé. Roztwor
przechowywany w temperaturze < 4 °C zachowuje stabilno§¢ nie dluzej niz miesiac.

PoS$redni wzorcowy roztwér amprolium, 50 pg/ml

Przenie$¢ pipetg 5,0 ml roztworu wzorcowego podstawowego (3.7.1) do kolby miarowej o pojemnosci 50 ml,
uzupeti¢ do pelnej objetosci kolby roztworem do ekstrakeji (3.8) i zmieszaé. Roztwér przechowywany
w temperaturze < 4 °C zachowuje stabilno$¢ nie dtuzej niz miesiac.

Roztwory kalibracyjne

Przenie$¢ 0,5, 1,0 i 2,0 ml posredniego wzorcowego roztworu (3.7.2) do partii kolb miarowych o pojemnosci
50 ml. Uzupelni¢ do pelnej objetosci kolb faza ruchoma (3.6) i zmieszal. Roztwory odpowiadaja odpowiednio
0,5, 1,0 i 2,0 pg/ml amprolium. Roztwory sporzadzi¢ bezposrednio przed uzyciem.

Rozpuszczalnik ekstrakcyjny.

Mieszanina metanolu (3.1) i wody, 2 + 1 (v + v)

Aparatura i sprzet

Zestaw do HPLC z dozownikiem umozliwiajacym dozowanie 100 pl cieczy.

Kolumna do chromatografii cieczowej o wymiarach 125 mm x 4 mm, z Nucleosil 10 SA, wypelienie 5 lub
10 pm, lub réwnowazne

Detektor UV z regulacjg dtugosci fal lub detektor diodowy
Filtr membranowy, PTFE, 0,45 pm.

Filtr membranowy, 0,22 pm.

Laznia ultradzwickowa.

Wstrzgsarka mechaniczna lub mieszadlo magnetyczne.

Spos6b postepowania

Wskazéwki ogélne

Slepa préba paszy

W celu zbadania odzysku (5.1.2) nalezy przeprowadzi¢ analize Slepej proby paszy, aby sprawdzi¢, czy nie

zawiera ona amprolium ani substancji interferujacych. Slepa proba paszy musi by¢ podobna do badanej probki,
a jej analiza nie moze potwierdza¢ obecnosci amprolium lub substandji interferujgcych.
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5.2.

5.2.1.

5.2.2.

5.3.

Badanie odzysku

Badanie odzysku nalezy przeprowadzic, analizujac Slepa probe paszy fortyfikowang przez dodanie znanej ilosci
amprolium, o wadze zblizonej do tej, ktéra znajduje si¢ w analizowanej probce. Aby fortyfikowaé na poziomie
100 mgfkg, doda¢ 10,0 ml roztworu wzorcowego podstawowego (3.7.1) do kolby stozkowej o pojemnosci
250 ml i odparowa¢ roztwor do objetosci okoto 0,5 ml. Dodaé 50 g Slepej proby paszy, zmieszaé i pozostawi¢
na 10 minut, mieszajgc kilkakrotnie przed przejsciem do etapu ekstrakgji (5.2).

Jezeli nie mozna przeprowadzi¢ badania Slepej proby paszy podobnej do badanej probki (5.1.1), badanie
odzysku mozna przeprowadzi¢, stosujac metode dodawania wzorca. W tym przypadku przeznaczona do analizy
prébka jest fortyfikowana przez dodanie znanej ilosci amprolium, o wadze zblizonej do tej, ktéra znajduje si¢
w analizowanej probee. Probke te poddaje sie analizie wraz z niefortyfikowana prébka, a odzysk moze by¢
obliczony przez odjecie od probki fortyfikowanej masy probki niefortyfikowanej.

Ekstrakcja
Premiksy (zawarto$¢ amprolium < 1 %) i pasze

Odwazy¢, z dokladnoscia do 0,01 g, od 5 do 40 g probki, w zaleznosci od zawartosci amprolium, do kolby
stozkowej o pojemnosci 500 ml i doda¢ 200 ml rozpuszczalnika ekstrakcyjnego (3.8). Umiesci¢ kolbe w tazni
ultradZzwickowej (4.4) na 15 minut. Wyja¢ kolbe z tazni i wstrzgsaC nig przez godzing na wstrzasarce lub
mieszadle magnetycznym (4.5). Rozcienczy¢ podzielng cze$¢ ekstraktu fazg ruchoma (3.6) do zawartosci
amprolium od 0,5 do 2 pg/ml i zmieszac (zob. objasnienia pkt 9.3). Przefiltrowaé od 5 do 10 ml rozcieficzonego
roztworu przez filtr membranowy (4.2). Przystapi¢ do oznaczania HPLC (5.3).

Premiksy (zawarto$§¢ amprolium = 1 %)

Odwazy¢, z dokladnoscig do 0,001 g, od 1 do 4 g premiksu, w zaleznosci od zawartosci amprolium, do kolby
stozkowej o pojemnosci 500 ml, doda¢ 200 ml rozpuszczalnika ekstrakcyjnego (3.8). Umiesci¢ kolbe w tazni
ultradZwickowej (4.4) na 15 minut. Wyja¢ kolbe z fazni i wstrzgsaC nig przez godzing na wstrzgsarce lub
mieszadle magnetycznym (4.5). Rozcieficzy¢ podzielng czg$¢ ekstraktu faza ruchomg (3.6) do zawarto$ci
amprolium od 0,5 do 2 pg/ml i zmieszal. Przefiltrowa¢ od 5 do 10 ml rozcieficzonego roztworu przez filtr
membranowy (4.2). Przystapi¢ do oznaczania HPLC (5.3).

Oznaczanie HPLC
Parametry:

Ponizsze parametry podano jako przykladowe; inne parametry moga by¢ zastosowane, o ile gwarantuja
otrzymanie réwnowaznych wynikéw.

Kolumna do chromatogra-

fii

cieczowej (4.1.1): 125 mm x 4 mm, wymienny kation Nucleosil 10 SA, wypelnienie 5 lub 10 pm lub
réwnowazne

Faza ruchoma (3.6): Mieszanina acetonitrylu (3.2),roztworu dwuwodorofosforanu sodu (3.4) i roztworu
nadchloranu sodu (3.5), 450+450+100 (v+v+v).

Predkos$¢ przeplywu: 0,7-1 ml/min

Dlugo$¢ fali przy detekcji: 264 nm
Dozowana objeto$¢: 100 pl

Sprawdzi¢ stabilno$¢ systemu chromatograficznego, dozujac kilkakrotnie roztwér kalibracyjny (3.7.3)
zawierajacy 1,0 ug/ml, az do uzyskania statych wysokosci piku i czasow retengji.

Krzywa kalibracyjna
Zadozowac kilka razy kazdy z roztworéw kalibracyjnych (3.7.3) i okresli¢ $rednie wysokosci (powierzchnie) piku

dla kazdego stezenia. Wykresli¢ krzywa kalibracyjng, odkladajac srednie wysokosci (powierzchnie) pikow
roztworéw kalibracyjnych na osi rzednych i odpowiadajace im stezenia w pg/ml na osi odcigtych.

Roztwér probki

Zadozowac kilka razy ekstrakt probki (5.2), stosujac taka sama objeto$¢ jak przy kalibracyjnych roztworach,
i okresli¢ Srednig wysoko$¢ (powierzchnie) piku dla pikéw amprolium.

Obliczanie wynikéw

Na podstawie $redniej wysokosci (powierzchni) pikéw amprolium roztworu probki okresli¢ stezenie roztworu
probki w pg/ml, odnoszac si¢ do krzywej kalibracyjnej (5.3.2).
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7.1.

7.1.2.

7.2.

7.3.

Zawarto§¢ amprolium w mg/kg prébki obliczy¢ wedlug nastepujacego wzoru:

Vxcxf
w=———"" [mgfkg]

gdzie:

V = objetoé¢ rozpuszczalnika ekstrakcyjnego w ml (3.8); zgodnie z pkt 5.2 (np. 200 ml)
¢ = stezenie amprolium w pg/ml w ekstrakcie probki (5.2)

f = wspdlczynnik rozcieficzania zgodny z pkt 5.2

m = masa nawazki w g

Sprawdzanie metody
Sprawdzenie tozsamosci

Tozsamo$¢ analitu moze by¢ potwierdzona przez kochromatografi¢ lub zastosowanie detektora diodowego, przy
uzyciu ktérego poréwnuje si¢ widma ekstraktu probki (5.2) i roztworu kalibracyjnego (3.7.3) zawierajacego

2,0 pg/ml.

Kochromatografia

Ekstrakt probki (5.2) fortyfikuje si¢ przez dodanie odpowiedniej ilosci roztworu kalibracyjnego (3.7.3). Tlosé
dodanego amprolium musi odpowiada¢ ilosci amprolium znajdujgcego si¢ w ekstrakcie prébki.

Po uwzglednieniu zaréwno dodanej ilosci, jak i rozcieiczenia ekstraktu, zwigkszy¢ si¢ moze tylko wysokos¢ piku
amprolium. Szeroko§¢ piku w polowie jego wysokosci musi miesci¢ si¢ w granicach + 10 % pierwotnej
szerokodci piku amprolium niefortyfikowanego ekstraktu probki.

Detekcja diodowa

Wyniki sprawdza si¢ wedlug nastepujacych kryteriow:

a)  dlugos¢ fali odpowiadajaca maksymalnej absorpcji probki i widm wzorcowych zapisana w punkcie
wierzcholka piku zarejestrowanego na chromatogramie musi by¢ taka sama, po uwzglednieniu marginesu
okre$lonego zdolnodcig rozdzielcza systemu detekcji. W przypadku detekcji diodowej zdolno$é
rozdzielcza miesci si¢ zazwyczaj w granicach +2 nm;

b)  w zakresie od 210 do 320 nm prébka i widma wzorcowe zapisane w punkcie wierzchotka piku na
chromatogramie nie moga si¢ rézni¢ dla tych cze$ci widma w zakresie od 10 do 100 % wzglednej
absorbandji. Kryterium uwaza si¢ za spelnione, jezeli wystepuja te same maksymalne wartoci i w ramach
zadnego z obserwowanych punktéw rozbiezno§¢ miedzy dwoma widmami nie jest wigksza niz 15 %
absorbancji wzorcowego agalitu;

¢)  wzakresie od 210 do 320 nm widma warto$ci rosnacych, szczytowych i malejacych ekstraktu prébki nie
moga rézni¢ si¢ od siebie dla tych czesci widma w zakresie od 10 do 100 % absorbancji wzglednej.
Kryterium uwaza si¢ za spelnione, jezeli wystepuja te same maksymalne wartosci i w ramach zadnego
z obserwowanych punktéw rozbiezno$¢ miedzy widmami nie jest wigksza niz 15 % widma wartoci
SZCZYtOwWe;.

Jezeli jedno z tych kryteriéw nie jest spelnione, obecno$¢ analitu nie jest potwierdzona.

Powtarzalnos¢

Réznica pomiedzy wynikami dwoch réwnoleglych oznaczen wykonanych dla tej samej probki nie moze
przekraczaé:

— 15 % wzgledem wyzszej wartosci, dla zawartosci amprolium od 25 mg/kg do 500 mg/kg,
— 75 mglkg, dla zawarto$ci amprolium od 500 mg/kg do 1 000 mg/kg,
— 7.5 % wzgledem wyzszej wartosci, dla zawartoci amprolium powyzej 1 000 mg/kg.

Odzysk

W przypadku fortyfikacji (Slepej) proby paszy odzysk musi wynosi¢ co najmniej 90 %.
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9.2.

9.3.

3.1.

3.2

Wyniki badain miedzylaboratoryjnych

W ramach wspélpracy kilku laboratoriéw przeprowadzono analiz¢ 3 pasz dla drobiu (probki 1-3), paszy
mineralnej (probka 4) i premiksu (probka 5). W ponizszej tabeli podano wyniki przeprowadzonych badan.

Prébka 1 Prébka 2 Prébka 3 Prébka 4 Prébka 5
(Slepa)

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
sz [mg/kg] — 2,95 11,8 266 760
CVg [%] — 6,47 6,27 5,19 3,00
Zawarto$¢ nominalna [mg/kg] — 50 200 5000 25 000

L = liczba laboratoriow

n liczba pojedynczych oznaczei

S; odchylenie standardowe powtarzalnoci

CV, = wspodlezynnik zmiennosci powtarzalnosci

sg = odchylenie standardowe odtwarzalnosci
CVr = wspdlezynnik zmiennosci odtwarzalnosci
Objasnienia

Jezeli probka zawiera tiamine, pik tiaminy na chromatogramie ukazuje si¢ na krétko przed pikiem amprolium.
W tej metodzie amprolium i tiamina nalezy rozdzieliC. Jezeli amprolium i tiamina nie zostang rozdzielone
w kolumnie (4.1.1) uzytej w tej metodzie, zastapi¢ do 50 % acetonitrylu fazy ruchomej (3.6) metanolem.

Wedtug Farmakopei Brytyjskiej widmo roztworu amprolium: (¢ = 0,02 mol/l) w kwasie chlorowodorowym
(c = 0,1 mol/l) wykazuje maksima przy 246 nm i 262 nm. Absorbancja musi wynie$¢ 0,84 przy 246 nm i 0,80
przy 262 nm.

Ekstrakt zawsze rozcieficzy¢ faza ruchoma, gdyz w przeciwnym razie czas retencji piku amprolium moze si¢
znacznie przesungd, z uwagi na zmiany sily jonowe;.

D. OZNACZANIE KARBADOKSU

Metylo 3-(2-chinoksalinylometyleno)pikrynian N',N*-dwutlenek

Cel i zakres stosowania metody

Metoda stuzy do oznaczania zawartoSci karbadoksu w paszach, premiksach i preparatach. Granica
wykrywalnosci wynosi 1 mg/kg. Granica oznaczalno$ci wynosi 5 mg/kg.

Sposéb przeprowadzenia metody

Probka jest rownowazona wodg i poddawana ekstrakcji przy uzyciu mieszaniny metanolu i acetonitrylu.
W przypadku pasz podzielng cz¢$¢ przefiltrowanego ekstraktu zostaje oczyszczona na kolumnie z tlenkiem
glinu. W przypadku premikséw i preparatéw podzielna cze$¢ przefiltrowanego ekstraktu zostaje rozcieficzona

do odpowiedniego stezenia woda, metanolem i acetonitrylem. Zawarto$¢ karbadoksu oznacza si¢ metoda
wysokosprawnej chromatografii cieczowej w ukladzie faz odwréconych (HPLC) przy uzyciu detektora UV.

Odczynniki i roztwory

Metanol.

Acetonitryl do HPLC.
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3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

3.11.

3.11.1.

3.11.2.

4.1.

4.2.

Kwas octowy, w = 100 %.

Tlenek glinu: obojetny, stopien aktywnosci L.

Metanol-acetonitryl 1 + 1 (v + v).

Zmiesza¢ 500 ml metanolu (3.1) z 500 ml acetonitrylu (3.2).

Kwas octowy, 0 = 10 %.

Rozcieficzy¢ 10 ml kwasu octowego (3.3) woda do objetosci 100 ml.
Octan sodu.

Woda do HPLC.

Roztwér buforu octanowego, ¢ = 0,01 mol/l, pH = 6,0.

Rozpusci¢ 0,82 g octanu sodu (3.7) w 700 ml wody (3.8) i dostosowal pH do 6 kwasem octowym (3.6).
Przenies¢ do kolby miarowej o pojemnosci 1000 ml, uzupehi¢ do pelnej objetosci kolby woda (3.8) i zmieszac.

Faza ruchoma do HPLC.
Zmiesza¢ 825 ml roztworu buforu octanowego (3.9) i 175 ml acetonitrylu (3.2).

Przefiltrowa¢ przez filtr 0,22 pum (4.5) i odgazowac roztwdr, np. przy zastosowaniu tazni ultradzwickowej przez
10 minut.

Substancja wzorcowa.
Czysty karbadoks: Metylo 3-(2-chinoksalinylometyleno)pikrynianN', N*-dwutlenek, E 850.

Roztwér wzorcowy podstawowy karbadoksu, 100 pg/ml, (zob. uwaga pkt 5).
Sposéb postgpowania:

Odwazy¢, z dokladnoscia do 0,1 mg, 25 mg substancji wzorcowej (3.11) do kolby miarowej o pojemnosci
250 ml. Rozpusci¢ w mieszaninie metanolu i acetonitrylu (3.5) na tazni ultradzwigckowej (4.7). Po zastosowaniu
ultradZwickéw doprowadzic roztwoér do temperatury pokojowej, uzupei¢ do pelnej objetosci kolby mieszaning
metanolu i acetonitrylu (3.5) i zmieszal. Kolb¢ owing¢ folig aluminiowa lub zastosowaé oranzowe szklane
naczynie laboratoryjne i przechowywaé w lodowce. Roztwér w temperaturze < 4 °C zachowuje stabilnos¢ do
miesigca.

Roztwory kalibracyjne

Przenies¢ 2,0, 5,0, 10,0 i 20,0 ml roztworu wzorcowego podstawowego karbadoksu (3.11.1) do partii kolb
miarowych o pojemnosci 100 ml. Doda¢ 30 ml wody, uzupelni¢ mieszaning metanolu i acetonitrylu (3.5) do
pelnej objetosci kolb i zmieszaé. Kolby owina¢ folig aluminiows. Roztwory te odpowiadaja odpowiednio 2,0, 5,0,
10,0 i 20,0 pg/ml karbadoksu.

Roztwory kalibracyjne sporzadza si¢ bezposrednio przed uzyciem.

Uwaga: Do oznaczenia karbadoksu w paszach zawierajgcych mniej niz 10 mglkg sporzadza sie roztwory
kalibracyjne o stezeniu nizszym niz 2,0 pg/ml.

Mieszanina wody i mieszanina metanolu z acetonitrylem (3.5), 300 + 700 (v + v)

Zmiesza¢ 300 ml wody z 700 ml mieszaniny metanolu i acetonitrylu (3.5).

Aparatura i sprzet

Wstrzasarka laboratoryjna lub mieszadlo magnetyczne.

Bibula filtracyjna z widknem szklanym (Whatman GF/A lub podobna).
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4.3.

4.4.

4.4.1.

4.4.2.

4.5.

4.6.

4.7.

5.1.

5.2.

Szklana kolumna o dtugosci od 300 do 400 mm, wewnetrznej $rednicy okoto 10 mm, ze spiekiem szklanym
oraz zaworem odplywowym.

Uwaga: Dopuszcza si¢ uzycie szklanej kolumny z kurkiem lub ze Scietym koncem i w takim przypadku
w dolnym koficu umieszcza si¢ zwitek waty szklanej, ubity szklanym pretem.

Sprzet do HPLC z systemem do dozowania umozliwiajacym dozowanie 20 pl.

Kolumna do chromatografii cieczowej o wymiarach 300 mm x 4 mm, C;5, wypelnienie 10 pm lub réwnowazne
Detektor UV z regulacja dtugosci fal lub detektor diodowy pracujacy w zakresie do 225 do 400 nm

Filtr membranowy, 0,22 pm.

Filtr membranowy, 0,45 pm.

Laznia ultradZwigkowa.

Sposéb postepowania

Uwaga: Karbadoks jest wrazliwy na $wiatlo. Wszystkie czynnosci nalezy przeprowadzal przy ograniczonym
dostgpie $wiatla lub z zastosowaniem szkla oranzowego lub szkla zabezpieczonego folia aluminiowa.

Wskazéwki ogdlne
Slepa préba paszy

Do badania odzysku (5.1.2) nalezy przeprowadzi¢ analiz¢ Slepej proby paszy w celu sprawdzenia, czy nie
zawiera ona karbadoksu i substancji interferujacych. Slepa proba paszy musi by¢ podobna do badanej probki,
a jej analiza nie moze potwierdza¢ obecnosci karbadoksu i substangji interferujacych.

Badanie odzysku

Badanie odzysku nalezy przeprowadzi¢, analizujac Slepa probe paszy (5.1.1) fortyfikowana przez dodanie znanej
iloci karbadoksu, o wadze zblizonej do tej, ktéra znajduje si¢ w probee. Aby fortyfikowac na poziomie 50 mg/
kg, doda¢ 5,0 ml roztworu wzorcowego podstawowego karbadoksu (3.11.1) do kolby stozkowej o pojemnosci
200 ml. Odparowaé roztwér w strumieniu azotu do objetosci okolo 0,5 ml. Dodaé 10 g Slepej proby paszy,
zmiesza¢ i pozostawi¢ na 10 minut przed przejSciem do etapu ekstrakeji (5.2).

Jezeli nie mozna przeprowadzi¢ badania lepej proby paszy podobnej do badanej prébki (zob. pkt 5.1.1) badanie
odzysku mozna przeprowadzi¢, stosujac metod¢ dodawania wzorca. W tym przypadku przeznaczona do analizy
probka jest fortyfikowana przez dodanie znanej ilosci karbadoksu, o wadze zblizonej do tej, ktéra znajduje si¢
w analizowanej probce. Probke te poddaje si¢ analizie wraz z niefortyfikowang probka, a odzysk moze by¢
obliczony przez odjecie od probki fortyfikowanej masy prébki niefortyfikowanej.

Ekstrakcja
Pasze

Odwazy¢, z doktadnoscia do 0,01 g, 10 g prébki i przenie$¢ do kolby stozkowej o pojemnosci 200 ml. Dodaé
15,0 ml wody, zmieszac i rtéwnowazy¢ przez 5 minut. Doda¢ 35,0 ml mieszaniny metanolu i acetonitrylu (3.5),
zamkna¢ korkiem i wstrzasac przez 30 minut z zastosowaniem wstrzasarki lub mieszadta magnetycznego (4.1).
Przefiltrowal roztwér przez bibule filtracyjna z wldknem szklanym (4.2). Roztwér zachowuje si¢ do etapu
oczyszczania (5.3).

Premiksy (zawarto$¢ karbadoksu od 0,1 do 2 %)

Odwazy¢, z dokladnoscia do 0,001 g, 1 g niezmielonej probki i przenies¢ do kolby stozkowej o pojemnosci
200 ml. Doda¢ 15,0 ml wody, zmiesza¢ i réwnowazy¢ przez 5 minut. Doda¢ 35,0 ml mieszaniny metanolu
i acetonitrylu (3.5), zamkna¢ korkiem i wstrzasaé przez 30 minut z uzyciem wstrzasarki lub mieszadla
magnetycznego (4.1). Przefiltrowaé ten roztwor przez bibule filtracyjng z wiéknem szklanym (4.2).
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5.2.3.

5.3.

5.4.

5.4.1.

5.4.2.

5.4.3.

Pipeta przenie$¢ podzielng czes¢ filtratu do kolby miarowej o pojemnosci 50 ml. Dodaé¢ 15,0 ml wody,
uzupelni¢ do pelnej objetosci kolby mieszaning metanolu z acetonitrylem (3.5) i zmiesza¢. Stgzenie karbadoksu
w roztworze koficowym musi wynie$¢ okoto 10 pg/ml. Podzielna cz¢$¢ roztworu przefiltrowaé przez filtr
0,45 pm (4.6).

Przystapi¢ do oznaczania HPLC (5.4).

Preparaty (zawarto$¢ karbadoksu > 2 %)

Odwazy¢, z dokladnoscig do 0,001 g, 0,2 g niezmielonej probki i przenies¢ do kolby stozkowej o pojemnosci
250 ml. Doda¢ 45,0 ml wody, zmiesza¢ i réwnowazy¢ przez 5 minut. Doda¢ 105,0 ml mieszaniny metanolu
z acetonitrylem (3.5), zamkna¢ korkiem i homogenizowac. Poddaé prébke dziataniu ultradiwickéw przez

15 minut (4.7), a nastepnie wstrzasa¢ z zastosowaniem wstrzasarki lub mieszadla magnetycznego (4.1) przez
15 minut. Przefiltrowaé roztwér przez bibule filtracyjna z wiéknem szklanym (4.2).

Rozcieiczy¢ podzielng cze§¢ filtratu mieszaning wody i mieszaning metanolu z acetonitrylem (3.12), aby
uzyska¢ ostateczne stezenie karbadoksu od 10 do 15 pg/ml (w przypadku preparatéw 10 %, wspélczynnik
rozcieficzania wynosi 10). Podzielng cz¢§¢ przefiltrowaé przez filtr (4.6).

Przystapi¢ do analizy HPLC (5.4).

Oczyszczanie
Przygotowanie kolumny tlenku glinu

Odwazy¢ 4 g tlenku glinu (3.4) i przenie$¢ do szklanej kolumny (4.3).

Czyszczenie probki

Umiesci¢ 15 ml odfiltrowanego ekstraktu (5.2.1) w kolumnie z tlenkiem glinu i usuna¢ pierwsze 2 ml eluentu.
Nastepnie zebra¢ kolejne 5 ml i przefiltrowaé podzielna czgs¢ przez filtr 0,45 pm (4.6).

Przystapi¢ do oznaczania HPLC (5.4).
Oznaczanie HPLC

Parametry

Ponizsze parametry podano jako przykladowe; inne parametry moga by¢ zastosowane, o ile gwarantuja
otrzymanie réwnowaznych wynikéw:

Kolumna do chromatogra-

fii

cieczowej (4.4.1): 300 mm x 4 mm, C,g, wypehienie 10 pm lub réwnowazne

Faza ruchoma (3.10): Mieszanina roztworu buforu octanowego (3.9) i acetonitrylu (3.2),
825 + 175 (v + v)

Predkos¢ przeplywu: 1,5-2 ml/min

Dlugos¢ fali przy detekcji: 365 nm
Dozowana objgtos¢: 20 pl

Sprawdzic stabilno¢ systemu chromatograficznego, dozujac kilka razy roztwoér kalibracyjny (3.11.2) zawierajacy
5,0 pug/ml, az do uzyskania statych wysokosci (powierzchni) piku i czaséw retencji.

Krzywa kalibracyjna
Zadozowac kilka razy kazdy z roztworéw kalibracyjnych (3.11.2) i okresli¢ wysokosci (powierzchnie) piku dla

kazdego stezenia. Wykreslic krzywa kalibracyjng, odkladajac $rednie wysokosci (powierzchnie) pikow
kalibracyjnych roztworéw na osi rz¢dnych oraz odpowiadajace im stezenia w pg/ml na osi odcigtych.

Roztwdér probki

Zadozowac kilka razy ekstrakt probki otrzymany dla pasz (5.3.2), dla premikséw (5.2.2) oraz dla preparatéw
(5.2.3), i okresli¢ $rednig wysokos¢ (powierzchnig) piku dla pikéw karbadoksu.

Obliczanie wynikéw

Na podstawie Sredniej wysokosci (powierzchni) pikéw karbadoksu roztworu probki, okresli¢ stezenie
karbadoksu w roztworze probki w pg/ml, odnoszac si¢ do krzywej kalibracyjnej (5.4.2).
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6.1.

6.2.

7.1.

7.1.1.

Pasze

Zawarto$¢ karbadoksu w probee, wyrazona w mg/kg, oblicza si¢ wedlug nastgpujacego wzoru:

cxXVp

w=—— [mgfkg]

gdzie:

¢ = stezenie karbadoksu w ekstrakcie probki w pg/ml (5.3.2)
V, = objetos¢ ekstraktu w ml (np. 50 ml)
m = masa nawazki w g

Premiksy i preparaty

Zawarto$¢ karbadoksu w probee, wyrazona w mg/kg, oblicza si¢ wedtug nastgpujacego wzoru:

x Vy x f
w="""2"" [mgfkg]

gdzie:

¢ = stezenie karbadoksu w ekstrakcie probki w pg/ml (5.2.2 lub 5.2.3)

V, = objetos¢ ekstraktu w ml (np. 50 ml w przypadku premikséw lub 150 ml w przypadku preparatéw)
f = wspdlczynnik rozcieczenia zgodny z pkt 5.2.2 (premiksy) lub z pkt 5.2.3 (preparaty)

m = masa nawazki w g

Sprawdzenie metody
Sprawdzenie tozsamosci

Tozsamo$¢ analitu moze by¢ potwierdzona przez kochromatografi¢ lub zastosowanie detektora diodowego,
przy uzyciu ktérego poréwnuje si¢ widma ekstraktu probki i roztworu kalibracyjnego (3.11.2) zawierajacego
10,0 pg/ml karbadoksu.

Kochromatografia

Ekstraky probki fortyfikuje si¢ przez dodanie odpowiedniej ilosci roztworu kalibracyjnego (3.11.2). Ilosé
dodanego karbadoksu musi odpowiada¢ ilosci karbadoksu w ekstrakcie probki.

Po uwzglednieniu zaréwno dodanej ilosci, jak i stopnia rozcieficzenia ekstraktu, zwigkszy¢ si¢ moze tylko
wysoko$¢ piku karbadoksu. Szeroko$¢ piku w polowie jego wysokosci musi miesci¢ si¢ w granicach ok. 10 %
pierwotnej szerokosci.

Detekcja diodowa

Wyniki ocenia si¢ wedtug nastepujacych kryteriow:

a)  dlugos¢ fali odpowiadajaca maksymalnej absorpcji prébki i widm wzorcowych zapisana w punkcie
wierzcholka piku zarejestrowanego na chromatogramie musi by¢ taka sama, po uwzglednieniu marginesu
okre$lonego zdolnoscig rozdzielcza systemu detekcji. W przypadku detekcji diodowej zdolnosé
rozdzielcza miesci si¢ zazwyczaj w granicach +2 nm;

b)  w zakresie pomiedzy 225 a 400 nm prébka i widma wzorcowe zapisane w punkcie wierzchotka piku na
chromatogramie nie moga si¢ rézni¢ dla tych cze$ci widma w zakresie od 10 do 100 % wzglednej
absorbangji. Kryterium uwaza si¢ za spelnione, jezeli wystepuja te same maksymalne wartosci i w ramach
zadnego z obserwowanych punktéw rozbiezno$¢ miedzy dwoma widmami nie jest wyzsza niz 15 %
absorbancji wzorcowego analitu;

¢)  w zakresie od 225 do 400 nm widma wartosci rosnacych, szczytowych i malejacych ekstraktu probki nie
moga rozni¢ si¢ od siebie dla tych cze$ci widma w zakresie od 10 do 100 % absorbancji wzglednej.
Kryterium uwaza si¢ za spelnione, jezeli wystepuja te same maksymalne warto$ci i w ramach zadnego
z obserwowanych punktéw rozbiezno$¢ migdzy widmami nie jest wyzsza niz 15 % widma wartosci
SZCZYtowej.

Jezeli jedno z tych kryteriéw nie jest spetnione, obecno$¢ analitu nie jest potwierdzona.
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7.2.

7.3.

Powtarzalnos¢

Dla zawartosci karbadoksu réwnej lub wyzszej niz 10 mg/kg réznica pomiedzy wynikami dwéch réwnolegtych
oznaczen wykonanych dla tej samej probki nie moze przekraczaé 15 % najwyzszego wyniku.

Odzysk

W przypadku fortyfikacji (Slepej) proby paszy odzysk musi wynosi¢ co najmniej 90 %.

Wyniki badafi migdzylaboratoryjnych

W ramach wspélpracy 8 laboratoriéw przeprowadzono analiz¢ 6 prébek pasz, 4 premikséw i 3 preparatéw.
Analiz¢ kazdej probki przeprowadzono dwukrotnie. (Bardziej szczegdtowe informacje dotyczace tych badan
mozna znaleZ¢ w Journal of the AOAC, tom 71, 1988, s. 484—490). Wyniki (z wylaczeniem wartosci oddalonych)

podano ponizej:

Tabela 1

Wyniki badai poréwnawczych dla pasz

Probka 1 Probka 2 Prébka 3 Probka 4 Prébka 5 Prébka 6
L 8 8 8 8 8 8
n 15 14 15 15 15 15
Srednia (mg/kg) 50,0 47,6 482 49,7 46,9 49,7
S, (mg/kg) 2,90 2,69 1,38 1,55 1,52 2,12
CV, (%) 5,8 5,6 2,9 3,1 3,2 4,3
Sy (mg/kg) 3,92 413 2,23 2,58 2,26 2,44
CVr (%) 7,8 8,7 4,6 5,2 4,8 4,9
Zawarto$¢ nominalna 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0
(mg/kg)

Tabela 2
Wyniki badaf poréwnawczych dla premikséw i preparatéw
Premiksy Preparaty

A B C D A B C
L 7 7 7 7 8 8 8
n 14 14 14 14 16 16 16
Srednia (mgfkg) 8,89 9,29 9,21 8,76 94,6 98,1 104
S, (g/kg) 037 0,28 0,28 0,44 41 51 7,7
CV, (%) 4,2 3,0 3,0 5,0 43 5,2 7.4
SR (g/kg) 0,37 0,28 0,40 0,55 5,4 6,4 7,7
CVi (%) 42 3,0 43 6,3 5,7 6,5 7.4
Zawarto$¢ nominalna 10,0 10,0 10,0 10,0 100 100 100
(g/kg)

L = liczba laboratoriow

n = liczba pojedynczych wartosci

S, = odchylenie standardowe powtarzalnosci
CV, = wspolczynnik zmiennosci powtarzalnosci
Sk = odchylenie standardowe odtwarzalnosci
CVp = wspolczynnik zmiennosci odtwarzalnosci
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ZALACZNIK IX

TABELE KORELACJI, O KTORYCH MOWA W ART. 6

Dyrektywa 71/250/EWG

Dyrektywa 71/250/[EWG

Niniejsze rozporzadzenie

Artykut 1, pierwszy akapit

Artykut 1, drugi akapit
Artykutl 2

Artykut 3
Zakgcznik, czesé 1
Zakgcznik, czesé 2
Zalacznik, czesé 3
Zalgcznik, cze$é 4
Zalacznik, czesé 5
Zakacznik, czesé 6
Zalgcznik, czesé 7
Zalgcznik, czesé 9
Zakgcznik, czesé 10
Zakgcznik, czesé 11
Zakgcznik, czesé 12
Zalgcznik, czesé 14
Zalgcznik, cze$é 16

Artykut 3
Artykul 2

Zalgcznik 11

Zalgcznik 111, czes¢ O
Zalgcznik 111, czg8¢ M
Zalgcznik 111, czg$¢ N
Zalgcznik 11, czesé Q
Zakacznik 11, czes¢ K

Zalkgcznik 111, cze$c |
Zakacznik 11, czg$¢ D

Dyrektywa 71/393/EWG

Dyrektywa 71/393/EWG

Niniejsze rozporzadzenie

Artykut 1

Artykut 2

Artykut 3
Zakacznik, czesé 1
Zakgcznik, czesé 1l
Zakgcznik, czes¢ 11T
Zakacznik, czesé IV

Artykut 3

Zakgcznik 111, cze$é¢ A
Zalgcznik 111, cze$é E
Zakgcznik 111, cze$é P
Zakgcznik 111, cze$¢ H

Dyrektywa 72[199/[EWG

Dyrektywa 72/199/EWG

Niniejsze rozporzadzenie

Artykut 1

Artykut 2

Artykut 3

Artykul 4
Zakacznik 1, czesé 1
Zakacznik 1, czesé 2
Zakacznik 1, cze$é 3
Zakgcznik 1, czesé 4
Zalgcznik 1, cze$é 5
Zakgcznik 11

Artykut 3

Zalgeznik I, czgsé L
Zakgcznik 111, czes¢ C

Zalgcznik V, cze$¢ A
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Dyrektywa 73/46/EWG

Dyrektywa 73[46[EWG

Niniejsze rozporzadzenie

Artykul 1
Artykut 3
Artykul 4
Zakacznik 1, czes$é 1
Zakgcznik 1, czesé 2
Zakgcznik 1, czesé 3

Artykut 3

Zakacznik 111, cze$¢ B

Zakgcznik 11, czesé 1

Dyrektywa 76/371[EWG

Dyrektywa 76/371/EWG

Niniejsze rozporzadzenie

Artykut 1
Artykut 2
Artykut 3
Zalgcznik

Artykut 1

Zalgcznik 1

Dyrektywa 76/372/EWG

Dyrektywa 76/372[EWG

Niniejsze rozporzadzenie

Artykut 1
Artykut 2
Artykut 3
Zakgcznik

Dyrektywa 78/633[EWG

Dyrektywa 78/633/EWG

Niniejsze rozporzadzenie

Artykut 1
Artykut 2
Artykut 3
Zalacznik, czesé 1
Zalgcznik, czesé 2
Zalacznik, czesé 3

Artykut 3

Zalgcznik 1V, czegsé C

Dyrektywa 81/715[EWG

Dyrektywa 81/715/EWG

Niniejsze rozporzadzenie

Artykut 1
Artykut 2
Artykut 3
Zakgcznik
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10.

11.

12.

13.

Dyrektywa 84/425/EWG

Dyrektywa 84/425/EWG

Niniejsze rozporzadzenie

Artykut 1
Artykul 2
Artykut 3
Zakacznik

Dyrektywa 86/174/[EWG

Dyrektywa 86/174/EWG

Niniejsze rozporzadzenie

Artykut 1
Artykut 2
Artykut 3
Zakgcznik

Artykul 4

Zakgcznik VII

Dyrektywa 93/70[EWG

Dyrektywa 93/70[EWG

Niniejsze rozporzadzenie

Artykut 1
Artykul 2
Artykut 3
Zakacznik

Artykut 3

Zalgcznik 1V, cze§¢ D

Dyrektywa 93/117|WE

Dyrektywa 93/117|WE

Niniejsze rozporzadzenie

Artykut 1
Artykut 2
Artykut 3

Zakacznik, czesé 1
Zakacznik, czes¢ 2

Artykuly 315

Zakacznik 1V, cze$¢ E
Zakgcznik VIII, czesé A

Dyrektywa 98/64/WE

Dyrektywa 98/64/WE

Niniejsze rozporzadzenie

Artykut 1
Artykut 2
Artykut 3
Artykut 4

Zalkgcznik, czesé A
Zakgcznik, czesé C

Artykuly 315

Zalgcznik 111, cze$¢ F
Zakacznik VIII, czes¢ B
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14. Dyrektywa 1999/27/WE

15.

16.

17.

Dyrektywa 1999/27 WE

Niniejsze rozporzadzenie

Artykul 1
Artykut 2
Artykut 3
Artykul 4
Artykut 5
Artykut 6
Artykut 7
Zalkgcznik, czesé A
Zalgcznik, czesé B
Zalacznik, czesé¢ C

Artykuly 315

Zakgcznik VIII, czes¢ C
Zalgcznik 1V, cze$é F
Zalgcznik VIII, czg$¢ D

Dyrektywa 1999/76/WE

Dyrektywa 1999/76/WE

Niniejsze rozporzadzenie

Artykut 1
Artykut 2
Artykut 3
Artykul 4
Zalgcznik

Artykut 3

Zalgceznik 1V, czesé G

Dyrektywa 2000/45/WE

Dyrektywa 2000/45/WE

Niniejsze rozporzadzenie

Artykut 1
Artykut 2
Artykut 3
Artykut 4
Zalgcznik, czesé A
Zakgcznik, czes¢ B
Zakacznik, czesé C

Artykut 3

Zalgcznik 1V, czes$é A
Zalgcznik 1V, cze$¢ B
Zakacznik 111, cze$¢ G

Dyrektywa 2002/70/WE

Dyrektywa 2002/70/WE

Niniejsze rozporzadzenie

Artykul 1
Artykul 2
Artykut 3
Artykut 4
Artykut 5
Zakgcznik 1
Zakacznik 11

Artykut 1
Artykuly 21 3

Zalgcznik 11 zalacznik V, cze$¢ B (1)
Zakgcznik 11 i zalgeznik V, czesé B (1)




L 54/130

Dziennik Urzgdowy Unii Europejskiej

26.2.2009

18.

Dyrektywa 2003/126/WE

Dyrektywa 2003/126/WE

Niniejsze rozporzadzenie

Artykut 1
Artykut 2
Artykut 3
Artykut 4
Artykut 5
Artykut 6
Zakgcznik

Artykut 3

Zalgcznik VI




