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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)

Artykut 1

Pobieranie probek do celow urzgdowej kontroli pasz, w szczegdlnosci
w zakresie oznaczania sktadnikow, w tym materiatu zawierajacego orga-
nizmy zmodyfikowane genetycznie, sktadajacego si¢ z nich lub produ-
kowanego z nich, dodatkéw paszowych zdefiniowanych w rozporza-
dzeniu (WE) nr 1831/2003 Parlamentu Europejskiego i Rady (') oraz
niepozadanych substancji zdefiniowanych w dyrektywie 2002/32/WE
Parlamentu Europejskiego i Rady (?) przeprowadzane jest zgodnie
z metodami opisanymi w zataczniku 1.

Metoda pobierania probek opisana w zataczniku I ma zastosowanie do
kontroli pasz w zakresie oznaczania pozostalosci pestycydow zgodnie
z definicja w rozporzadzeniu (WE) nr 396/2005 Parlamentu Europej-
skiego i Rady (}) oraz do kontroli zgodno$ci z rozporzadzeniem (UE)
nr 619/2011.

Artykut 2

Przygotowanie probek do analizy i wyrazanie wynikow odbywa si¢
zgodnie z metodami opisanymi w zatgczniku II.

Artykul 3

Badania do celow urzedowej kontroli pasz przeprowadzane sg z wyko-
rzystaniem metod okre$§lonych w zatacznikach III (Metody analizy
sktadu materiatbw i mieszanek paszowych), IV (Metody analizy do
celow kontroli poziomu dopuszczonych dodatkow w paszach), V
(Metody analizy do celow kontroli zawartosci niepozadanych substancji
w paszach) oraz VI (Metody analizy dotyczace oznaczania sktadnikéw
pochodzenia zwierzecego do celéw urzedowej kontroli pasz).

Artykut 4

Warto$¢ energetyczna mieszanek paszowych dla drobiu obliczana jest
zgodnie z zatgcznikiem VII.

Artykut 5

Okreslone w zataczniku VIII metody analizy majace na celu kontrole
nielegalnej obecno$ci w paszach dodatkow, ktére juz nie sa dopusz-
czone, stosowane s3 do celow potwierdzania.

() Dz.U. L 268 z 18.10.2003, s. 29.
(®» Dz.U. L 140 z 30.5.2002, s. 10.
() Dz.U. L 70 z 16.3.2005, s. 1.;
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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, 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.

Odestania do uchylonych dyrektyw rozumiane sa jako odestania do

niniejszego rozporzadzenia i interpretuje zgodnie z tabelami korelacji
w zalgczniku IX.

Artykut 7

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

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

Niniejsze rozporzadzenie wigze w catosci i jest bezposrednio stosowane
we wszystkich panstwach czlonkowskich.
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ZALACZNIK 1
METODY POBIERANIA PROBEK

CEL I ZAKRES

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

Celem reprezentatywnego pobierania probek jest uzyskanie niewielkiej
frakcji partii w sposob gwarantujacy, ze oznaczenie jakiejkolwiek cechy
szczegOlnej tej frakcji stanowi $rednig cech catej partii. Probki danej
partii mozna pobiera¢ poprzez wielokrotne pobieranie probek pierwo-
tnych w réznych miejscach partii. Probki pierwotne sa taczone poprzez
ich zmieszanie w celu stworzenia probki zbiorczej, z ktorej przygoto-
wuje si¢ reprezentatywne probki koncowe poprzez podziat
reprezentatywny.

Jezeli kontrola wzrokowa wskazuje, ze czgsci paszy, z ktorej maja byc
pobrane probki, roéznig si¢ jakoscia od pozostatej czgsci paszy z tej samej
partii, czesci te oddziela si¢ od pozostatej czgséci paszy i traktuje jako
oddzielng podparti¢. Jezeli podzial paszy na oddzielne podpartie nie jest
mozliwy, nalezy pobra¢ probki z paszy jako z jednej partii. W takim
przypadku informacj¢ o tym nalezy umiesci¢ w sprawozdaniu z pobie-
rania probek.

Jezeli pasza, z ktorej pobrano probki zgodnie z przepisami niniejszego
rozporzadzenia, zostaje uznana za niespelniajagca wymogéw UE, 1 jest
ona cze$cig partii paszy tej samej klasy lub o takim samym opisie,
uznaje si¢, ze cala pasza nalezaca do tej partii nie spelnia tych
wymogow, chyba Ze z przeprowadzonej szczegdtowej oceny wynika,
ze nie ma dowodoéw wykazujacych, ze pozostata czg$¢ partii nie spetnia
wymogow UE.

DEFINICJE

— Partia: okre$lona ilo$¢ paszy majaca wspolne cechy, takie jak pocho-
dzenie, odmiana, rodzaj opakowania, pakujacy, wysylajacy lub
etykietowanie, a w przypadku procesu produkcyjnego — jednostka
produkcyjna wytworzona w jednym zakladzie z wykorzystaniem
jednolitych parametréw produkcyjnych lub pewna ilos¢ takich jedno-
stek, w przypadku gdy sa one produkowane w sposob ciagly i prze-
chowywane razem.

— Kontrolowana czgé¢: partia lub okreslona cze$é partii lub podpartii.

— Probka zapieczetowana: probka zapieczgtowana w sposob uniemoz-
liwiajacy dostep do niej bez ztamania lub usunigcia pieczeci.

— Probka pierwotna: ilo$¢ pobrana z jednego miejsca kontrolowanej
czesci.

— Probka zbiorcza: sumaryczna ilo$¢ pierwotnych probek pobranych
z tej samej kontrolowanej czesci.

— Probka zredukowana: cze$¢ probki zbiorczej otrzymana z niej
w procesie reprezentatywnej redukcji.

— Probka koficowa: cze$¢ zredukowanej probki lub zhomogenizowanej
probki zbiorczej.

— Probka laboratoryjna: probka przeznaczona do celow laboratoryjnych
(otrzymana przez laboratorium), ktora moze by¢ probka koncows,
zredukowang lub zbiorcza.
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4.2.
4.2.1.
42.1.1.
42.1.2.

4.2.2.

4.23.

PRZEPISY OGOLNE

— Personel pobierajacy probki: probki pobierane sg przez osoby
upowaznione do tego celu przez wilasciwy organ.

— Probka musi by¢ zapieczgtowana w sposob uniemozliwiajacy dostep
do niej bez ztamania lub usunigcia pieczgci. Znak pieczgei musi by¢
fatwo identyfikowalny i widoczny. Ewentualnie probka moze zostaé
umieszczona w pojemniku, ktéry moze by¢ zamknigty w sposob
uniemozliwiajacy jego ponowne otwarcie bez nieodwracalnego
uszkodzenia pojemnika, co zapobiega jego ponownemu uzyciu.

— Identyfikacja probki: probka musi by¢ oznaczona w sposob trwaty
i by¢ zidentyfikowana w sposob pozwalajacy na jej jednoznaczne
powiazanie ze sprawozdaniem z pobierania probek.

— Z kazdej probki zbiorczej pobierane sa co najmniej dwie probki
koncowe: co najmniej jedna w celu kontroli (przestrzeganie prze-
pisow) oraz jedna dla podmiotu dziatajacego na rynku pasz (obrona).
Jedna probka koncowa moze zosta¢ pobrana do celéw referencyj-
nych. Jezeli kompletna probka zbiorcza zostaje zhomogenizowana,
probki koncowe pobierane sa ze zhomogenizowanej probki zbior-
czej, chyba ze procedura taka jest sprzeczna z przepisami panstw
cztonkowskich dotyczacymi praw podmiotu dzialajacego na rynku
pasz.

SPRZET

Sprzet do pobierania probek musi by¢ wykonany z materiatow, ktore nie
zanieczyszcza kontrolowanego produktu. Sprzet przeznaczony do wielo-
krotnego uzytku musi by¢ fatwy do utrzymania w czystosci w celu
uniknigcia zanieczyszczenia krzyzowego.

Sprzet zalecany do pobierania probek pasz stalych
Reczne pobieranie probek
Szufelka o ptaskim dnie i prostopadtych $ciankach bocznych.

Ostrze probiercze z dtuga szczeling lub z przegrodkami. Wymiary ostrza
probierczego musza by¢ dostosowane do charakterystyki kontrolowanej
czesci (glebokos¢ pojemnika, wymiary worka itp.) i do wielkos$ci czastek
paszy.

Jezeli ostrze probiercze ma kilka otworéw, w celu zagwarantowania
pobierania probek w réznych miejscach wzdluz ostrza, nalezy oddzieli¢
je przegrodkami lub zastosowaé naprzemienne otwory rozmieszczone
sekwencyjnie.

Mechaniczne pobieranie probek

Stosowne urzadzenie mechaniczne moze by¢ uzyte do pobierania probek
paszy w ruchu. ,,Stosowne” oznacza, ze probki zostaja pobrane co
najmniej z calego odcinka przeptywu.

Pobieranie probek paszy w ruchu (przy duzym natgzeniu przeptywu)
moze by¢ prowadzone przy uzyciu automatycznych urzadzen.

Rozdzielacz

Jezeli jest to mozliwe i stosowne, w celu przygotowania probek zredu-
kowanych w sposOb reprezentatywny powinien by¢ stosowany sprzet
przeznaczony do rozdzielania probki na w przyblizeniu réwne czesci.
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5.1.

WYMOGI ILOSCIOWE DOTYCZACE LICZBY PROBEK PIERWO-

TNYCH

— Wymogi ilosciowe okreslone w pkt 5.1 i 5.2, dotyczace liczby

probek pierwotnych, maja zastosowanie do kontrolowanych czgsci
do wielkosci maksymalnie 500 ton, ktore moga by¢ kontrolowane
w reprezentatywny sposob. Procedura pobierania probek jest wazna
réwniez w odniesieniu do rozmiarow wigkszych niz podana wielko$é
maksymalna, pod warunkiem Ze zignorowana zostanie maksymalna
liczba probek pierwotnych podana w tabelach ponizej, za$ ilos¢
probek pierwotnych zostanie okreslona poprzez zastosowanie
wzoru pierwiastkowego podanego w stosownej czgéci procedury
(zob. pkt 5.3), a minimalna wielko$¢ probki zbiorczej zostanie
proporcjonalnie zwigkszona. Powyzsze nie stoi na przeszkodzie
podzieleniu duzej partii na mniejsze podpartie i pobraniu probek
z kazdej podpartii zgodnie z procedurg opisang w pkt 5.1 i 5.2.

Wielko$¢ kontrolowanej czeSci musi umozliwia¢ pobranie probek
kazdej czesci sktadowe;j.

W odniesieniu do bardzo duzych partii lub podpartii (> 500 ton) oraz
partii transportowanych lub przechowywanych w sposob uniemozli-
wiajacy pobranie probek zgodnie z procedura przewidziang w pkt
5.1 1 5.2 niniejszego rozdzialu, stosuje si¢ procedur¢ pobierania
probek przewidziang w pkt 5.3.

Jezeli podmiot dziatajacy na rynku pasz jest prawnie zobowigzany
do spelnienia wymogoéw niniejszego rozporzadzenia w ramach
obowigzkowego systemu monitorowania, moze on odejs¢ od spel-
nienia wymogéw ilosciowych przewidzianych w niniejszym
rozdziale w celu uwzglednienia charakterystyki operacyjnej pod
warunkiem wykazania, w sposéb wymagany przez wlasciwy organ,
réwnowaznosci procedury pobierania probek w odniesieniu do repre-
zentatywnosci oraz po zatwierdzeniu przez wlasciwy organ.

W wyjatkowych przypadkach, jezeli spetnienie wymogoéw iloscio-
wych metody pobierania probek nie jest mozliwe ze wzgledu na
wystgpienie nieakceptowalnego komercyjnego uszkodzenia partii
(ze wzgledu na formy opakowan, srodki transportu, sposob przecho-
wywania itp.), mozliwe jest zastosowanie alternatywnej metody
pobierania probek, pod warunkiem ze jest ona mozliwie jak najbar-
dziej reprezentatywna, w petni opisana i udokumentowana.

Wymogi iloSciowe dotyczace probek pierwotnych w odniesieniu do
kontroli substancji lub produktéw jednolicie rozmieszczonych

W paszy

Pasze state luzem

Rozmiar kontrolowanej czgsci

Minimalna liczba prébek pierwotnych

< 2,5 tony

7

> 2.5 tony

V' dwudziestokrotno$¢ liczby ton
stanowigcych wage kontrolowanej
czesei (*), do 40 probek pierwo-
tnych

(*) Jezeli uzyskana liczba jest utamkiem, nalezy ja zaokragli¢ w gore do najbliz-

szej liczby catkowitej.
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Pasze plynne luzem

Rozmiar kontrolowanej czesci Minimalna liczba probek pierwotnych
< 2,5 tony lub < 2 500 litrow 4(%)
> 2,5 tony lub > 2 500 litréw 7(*)

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

Pasze opakowane

Pasze (stale i plynne) moga by¢ pakowane w torby, worki, puszki,
beczki itd., okreslone w tabeli jako ,,jednostki”. Duze jednostki (> 500
kg lub litréw) musza by¢ kontrolowane zgodnie z przepisami dotycza-
cymi paszy luzem (zob. pkt 5.1.1 i 5.1.2).

Minimalna liczba jednostek, z ktorych
Rozmiar kontrolowanej czgsci nalezy pobra¢ (co najmniej) jedna
probke pierwotna (*)

1-20 jednostek 1 jednostka (**)

21-150 jednostek 3 jednostki (**)

151-400 jednostek S jednostek (¥*)

> 400 jednostek Vs \ liczby jednostek stanowigcych
kontrolowang czes¢ (¥**), do 40
jednostek

(*) W przypadku gdy otwarcie jednostki moze wptyna¢ na analiz¢ (np. fatwo
psujace si¢ mokre pasze), probka pierwotng jest nicotwarta jednostka.
(**) W przypadku jednostek, ktorych zawarto$¢ nie przekracza 1 kg lub 1 litra,
probka pierwotna jest zawarto$¢ jednej oryginalnej jednostki.
(*¥**) Jezeli uzyskana liczba jest utamkiem, nalezy ja zaokragli¢ w gorg do najbliz-
szej liczby catkowitej.

Bloki paszy i lizawki mineralne

Kontroli nalezy podda¢ co najmniej jeden blok lub jedng lizawke na
kontrolowana czgé¢ 25 jednostek, maksymalnie do czterech blokéw lub
lizawek.

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

Pasze objetosciowe i wiokniste

Minimalna liczba probek pierwo-

Rozmiar kontrolowanej czgéci tnych (*)

<5 ton 5

> 5 ton ' pigciokrotnosé liczby ton stano-
wigcych ~ wage  kontrolowanej
czesei (¥*), do 40 probek pierwo-
tnych

(*) Uznaje si¢, ze w niektorych sytuacjach (np. kiszonki) nie jest mozliwe
pobranie wymaganej liczby probek pierwotnych bez nieakceptowalnego
uszkodzenia partii. W takich przypadkach mozna zastosowac alternatywna
metodg pobierania probek, zas przed wejsciem w zycie niniejszego rozporza-
dzenia opracowane zostang wytyczne dla pobierania probek w odniesieniu do
takich partii.

(**) Jezeli uzyskana liczba jest utamkiem, nalezy ja zaokragli¢ w gor¢ do najbliz-
szej liczby catkowitej.




02009R0152 — PL —16.11.2020 — 007.001 — 8

5.2.

5.3.

Wymogi ilosciowe dotyczace prébek pierwotnych w odniesieniu do
kontroli skladnikéw lub substancji, ktére moga nie by¢ jednolicie
rozmieszczone w paszy

Wymogi ilosciowe dotyczace probek pierwotnych nalezy stosowaé
w nastepujacych przypadkach:

— kontrola aflatoksyn, sporyszu Zyta, pozostatych mikotoksyn i szkod-
liwych zanieczyszczen botanicznych w materiatach paszowych,

— kontrola zanieczyszczenia krzyzowego przez sktadnik, w tym mate-
rial modyfikowany genetycznie, lub substancje, ktore moga nie by¢
jednolicie rozmieszczone w paszy.

Jezeli organ kontrolny podejrzewa, Ze niejednolite rozmieszczenie ma
miejsce rowniez w przypadku zanieczyszczenia krzyzowego przez
sktadnik lub substancje w mieszankach paszowych, mozna zastosowaé
wymogi ilosciowe okreslone w tabeli ponizej.

Rozmiar kontrolowanej czesci Minimalna liczba probek pierwotnych

< 80 ton Zob. wymogi ilosciowe w pkt 5.1.
Liczbe probek pierwotnych, ktore
nalezy pobra¢, mnozy si¢ przez 2,5.

> 80 ton 100

Wymogi ilosciowe dotyczace prébek pierwotnych w przypadku
bardzo duzych partii

W przypadku duzych kontrolowanych czgsci (> 500 ton) liczba probek
pierwotnych, ktore nalezy pobra¢, wynosi 40 probek pierwotnych +
ton w odniesieniu do kontroli substancji lub produktow jednolicie
rozmieszczonych w paszy lub 100 probek pierwotnych + v ton w odnie-
sieniu do kontroli sktadnikow lub substancji, ktore moga nie by¢ jedno-
licie rozmieszczone w materialach paszowych.

WYMOGI ILOSCIOWE DOTYCZACE PROBKI ZBIORCZEJ

Wymagana jest jedna probka zbiorcza na kontrolowang czgsc.

Minimalna wielko$¢ probki

Rodzaj paszy zbiorczej (*) (**)

6.1. Pasze luzem 4 kg

6.2. Pasze pakowane 4 kg (***)
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Wymagana jest jedna probka zbiorcza na kontrolowang czesc.

Minimalna wielko$§¢ probki

Rodzaj paszy zbiorczej (*) (**)

6.3.

Pasze ptynne lub potptynne 4 litry

6.4.

Bloki paszy lub lizawki mineralne:

6.4.1.

o wadze wigkszej niz 1 kg 4 kg

6.4.2.

o wadze nie wigkszej niz 1 kg | waga czterech oryginalnych
blokow lub lizawek

6.5.

Pasze objctosciowe i wiokniste | 4 kg (¥***)

*)

)

(***)

Jezeli kontrolowana jest pasza o wysokiej warto$ci, moze zosta¢ pobrana
mniejsza probka zbiorcza, pod warunkiem ze zostanie to opisane i udoku-
mentowane w sprawozdaniu z pobierania probek.

Zgodnie z przepisami rozporzadzenia Komisji (UE) nr 619/2011 z dnia
24 czerwca 2011 r. ustanawiajacego metody pobierania probek i dokony-
wania analiz do celow urzgdowej kontroli paszy pod katem wystgpowania
materiatu genetycznie zmodyfikowanego, dla ktorego procedura wydawania
zezwolenia jest w toku lub dla ktorego zezwolenie wygasto (Dz.U. L 166
z 25.6.2011, s. 9), probka zbiorcza do kontroli wystgpowania materiatu
genetycznie zmodyfikowanego musi zawiera¢ co najmniej 35 000 nasion/
ziaren. Oznacza to, ze w przypadku kukurydzy wielko$¢ probki zbiorczej
musi wynosi¢ co najmniej 10,5 kg, za§ soi — 7 kg. W przypadku innych
nasion i ziaren, takich jak jeczmief, proso, owies, ryz, zyto, pszenica
i rzepak, wielko$¢ probki zbiorczej wynoszaca 4 kg odpowiada ponad
35000 nasion.

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

(*¥***) W przypadku pasz objetosciowych i wildknistych o niskim cig¢zarze

wlasciwym (np. siano, stoma) probka zbiorcza powinna mie¢ wielkosé co
najmniej 1 kg.

WYMOGI ILOSCIOWE DOTYCZACE PROBEK KONCOWYCH

Probki koncowe

Wymagana jest analiza co najmniej jednej probki koncowej. Ilos¢ probki
koncowej potrzebnej do analizy jest nie mniejsza niz:

Pasze stale 500 g (*) (**) (¥*%*)
Pasze ptynne lub potptynne 500 ml (*)
(*) Zgodnie z przepisami rozporzadzenia Komisji (UE) nr 619/2011 probka

")

(¥#%)

koncowa do celow kontroli pod katem wystgpowania materiatu genetycznie
zmodyfikowanego musi zawiera¢ co najmniej 10 000 nasion/ziaren. Oznacza
to, ze w przypadku kukurydzy wielko$¢ probki koncowej musi wynosi¢ co
najmniej 3 000 g, za$ soi — 2000 g. W przypadku innych nasion i ziaren,
takich jak jgczmien, proso, owies, ryz, zyto, pszenica i rzepak, wielko$¢
probki konicowej wynoszaca 500 g odpowiada ponad 10 000 nasion.

Jezeli probka zbiorcza jest znacznie mniejsza niz 4 kg lub litry (zob. przy-
pisy do pkt 6), moze zosta¢ pobrana mniejsza probka koncowa, pod warun-
kiem Ze zostanie to opisane i udokumentowane w sprawozdaniu z pobierania
probek.

W przypadku pobierania probek nasion ro$lin straczkowych, ziaren zbdz
i orzechow z drzew orzechowych w celu oznaczania pozostatosci pesty-
cydow, minimalna wielko$¢ probki konicowej wynosi 1 kg zgodnie z przepi-
sami dyrektywy Komisji 2002/63/WE (Dz.U. L 187 z 16.7.2002, s. 30).
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8.1.

8.2.
8.2.1.

METODA POBIERANIA PROBEK W PRZYPADKU BARDZO
DUZYCH PARTII LUB PARTII PRZECHOWYWANYCH LUB
TRANSPORTOWANYCH W SPOSOB POWODUJACY, ZE POBIE-
RANIE PROBEK Z CALEJ PARTII NIE JEST MOZLIWE

Zasady ogoélne

Jezeli sposob transportu lub przechowywania partii nie zezwala na
pobieranie probek pierwotnych z calej partii, probki powinny w miarg
mozliwosci by¢ pobierane z partii w ruchu.

W przypadku duzych magazynow przeznaczonych do przechowywania
paszy podmioty nalezy zacheca¢ do instalowania w nich sprzetu umoz-
liwiajacego (automatyczne) pobieranie probek z catej przechowywanej
partii.

W przypadku stosowania procedury pobierania probek przewidzianej
w niniejszym rozdziale 8 podmiot dziatajacy na rynku pasz lub jego
przedstawiciel jest informowany o procedurze pobierania probek. Jezeli
procedura ta zostanie zakwestionowana przez podmiot dziatajacy na
rynku pasz lub jego przedstawiciela, umozliwiajg oni wtasciwemu orga-
nowi pobieranie probek w catej partii na koszt podmiotu lub jego
przedstawiciela.

Duze partie transportowane statkiem

Dynamiczne pobieranie probek z duzych partii transportowanych stat-
kiem

Probki z duzych partiach na statkach powinny by¢ w miar¢ mozliwosci
pobierane, gdy produkt jest w ruchu (dynamiczne pobieranie probek).

Probki pobiera si¢ w podziale na tadownie (jednostke, ktdéra mozna
fizycznie rozdzieli¢). Ladownie s3 jednak oprozniane czeSciowo jedna
po drugiej, wigc poczatkowy podziat fizyczny nie wystgpuje po prze-
transportowaniu do miejsca przechowywania. Probki mozna zatem
pobiera¢ w ramach poczatkowego podzialu fizycznego lub w ramach
podziatu po transporcie do miejsca przechowywania.

Roztadunek statku moze trwaé kilka dni. Probki nalezy zazwyczaj
pobiera¢ w regularnych odstgpach czasu podczas catego rozltadunku.
Jednakze nie zawsze jest mozliwe lub stosowne, aby urzgdowy inspektor
byt obecny przy pobieraniu probek podczas catego roztadunku. Dlatego
zezwala si¢ na pobieranie probek (kontrolowanej) czgséci partii. Liczbe
probek pierwotnych ustala si¢ przy uwzglednieniu rozmiaru kontrolo-
wanej czgsci.

W przypadku pobierania probek czesci partii paszy tej samej klasy lub
o takim samym opisie, jezeli czg$¢ ta zostaje uznana za niespehniajaca
wymogoéw UE, uznaje si¢, ze cala pasza nalezaca do tej partii nie spetnia
tych wymogoéw, chyba ze z przeprowadzonej szczegdétowej oceny
wynika, ze nie ma dowodoéw wykazujacych, Zze pozostata czes¢ partii
nie spetnia wymogow UE.

Nawet jezeli oficjalna probka jest pobierana automatycznie, obecno$é
inspektora jest wymagana. Jednakze jezeli probki pobierane sg automa-
tycznie przy wczesniejszym ustawieniu parametrow, ktorych nie mozna
zmieni¢ w procesie pobierania probek, za§ probki pierwotne zbierane sg
do zapieczetowanego pojemnika, uniemozliwiajac ewentualne oszustwa,
wowczas obecno$é inspektora jest wymagana tylko na poczatku pobie-
rania probek, przy kazdej zmianie pojemnika i pod koniec pobierania
probek.
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8.2.2.

8.3.

8.4.
8.4.1.

8.4.2.

8.4.2.1.

8.4.22.

Statyczne pobieranie probek z partii transportowanych statkiem

Jezeli pobieranie probek odbywa si¢ w sposob statyczny, nalezy zasto-
sowaé procedure przewidziang dla miejsc przechowywania (silosow)
dostepnych od géry (zob. pkt 8.4.1).

Probki musza by¢ pobierane z dostgpnej czgsci partii/tadowni (od gory).
Liczbg probek pierwotnych okresla si¢ poprzez uwzglednienie rozmiaru
kontrolowanej cze$ci. W przypadku pobierania probek czesci partii
paszy tej samej klasy lub o takim samym opisie, jezeli czg$¢ ta zostaje
uznana za niespetniajaca wymogdéw UE, uznaje sig, Zze cala pasza nale-
zgca do tej partii nie spetnia tych wymogow, chyba ze z przeprowadzonej
szczegotowej oceny wynika, ze nie ma dowoddéw wykazujacych, ze
pozostata czg$¢ partii nie spetnia wymogow UE.

Pobieranie probek z duzych partii przechowywanych w magazynach

Probki musza by¢ pobierane z dostgpnej czgsci partii. Liczbg probek
pierwotnych okre$la si¢ poprzez uwzglednienie rozmiaru kontrolowanej
czesci. W przypadku pobierania probek czg$ci partii paszy tej samej
klasy lub o takim samym opisie, jezeli czgs¢ ta zostaje uznana za
niespelniajaca wymogow UE, uznaje si¢, ze cala pasza nalezaca do tej
partii nie spetnia tych wymogdéw, chyba ze z przeprowadzonej szczego-
towej oceny wynika, Zze nie ma dowodow wykazujacych, ze pozostata
cze$¢ partii nie spetnia wymogow UE.

Pobieranie prébek z miejsc przechowywania (silosow)
Pobieranie probek z silosow (latwo) dostgpnych od gory

Probki musza by¢ pobierane z dostgpnej czesci partii. Liczbe probek
pierwotnych okresla si¢ poprzez uwzglednienie rozmiaru kontrolowanej
czeSci. W przypadku pobierania probek czgséci partii paszy tej samej
klasy lub o takim samym opisie, jezeli czgs¢ ta zostaje uznana za
niespetniajaca wymogdéw UE, uznaje sig, Ze cala pasza nalezaca do tej
partii nie spetnia tych wymogoéw, chyba ze z przeprowadzonej szczego-
lowej oceny wynika, ze nie ma dowodow wykazujacych, ze pozostala
cze$¢ partii nie spetnia wymogow UE.

Pobieranie probek z silosow niedostgpnych od gory (silosow zamknie-

tych)

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

Pasze przechowywane w takich silosach nie moga by¢ kontrolowane
W sposob statyczny. Jezeli musza by¢ pobrane probki z paszy przecho-
wywanej w silosie i nie ma mozliwosci jej przeniesienia, nalezy
uzgodni¢ z podmiotem, ze poinformuje on inspektora o roztadunku
silosu w celu umozliwienia pobrania probek paszy w ruchu.

Silosy niedostgpne od gdry (zamknigte) o rozmiarze
< 100 ton

Procedura pobierania probek polega na umieszczeniu 50-100 kg
w pojemniku i pobraniu z niego probek. Wielko§¢ probki zbiorczej
odpowiada wielko$ci catej partii, a liczba probek pierwotnych odpo-
wiada ilosci pobranej z silosu do pojemnika w celu pobrania probek.
W przypadku pobierania probek czesci partii paszy tej samej klasy lub
o takim samym opisie, jezeli czg$¢ ta zostaje uznana za niespehniajaca
wymogoéw UE, uznaje sie, ze cala pasza nalezaca do tej partii nie spetnia
tych wymogoéw, chyba ze z przeprowadzonej szczegdétowej oceny
wynika, Zze nie ma dowodoéw wykazujacych, ze pozostata czes¢ partii
nie spetnia wymogow UE.
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8.5.

9.1.

9.2.

9.2.1.

9.2.2.

9.2.3.

Pobieranie probek z paszy luzem w duzych zamknietych pojemni-
kach

Probki z takich partii moga by¢ pobrane jedynie po rozitadunku.
W niektorych przypadkach nie jest mozliwy roztadunek w miejscu przy-
wozu lub kontroli, w zwigzku z czym probki powinny zosta¢ pobrane
w momencie rozfadunku takich pojemnikow.

INSTRUKCJE POBIERANIA, PRZYGOTOWANIA I PAKOWANIA
PROBEK

Uwagi ogolne

Probki nalezy pobiera¢ i przygotowywac bez zbgdnej zwloki, przy
zachowaniu $rodkoéw ostroznosci gwarantujacych, ze produkt nie ulegnie
zmianie lub zanieczyszczeniu. Stosowany sprzet, a takze powierzchnie
i pojemniki przeznaczone na probki musza by¢ czyste i suche.

Prébki pierwotne

Prébki pierwotne nalezy pobraé losowo z calej partii przy zachowaniu
w przyblizeniu jednakowej ich wielkosci.

Rozmiar probki pierwotnej wynosi co najmniej 100 g lub 25 g w przy-
padku pasz objetosciowych 1 wtdknistych o niskim ci¢gzarze wlasciwym.

Jezeli, zgodnie z procedura pobierania probek ustanowiona w pkt 8,
pobranych ma zosta¢ mniej niz 40 probek pierwotnych, rozmiar probek
pierwotnych ustala si¢ na podstawie wymaganej wielko$ci probki zbior-
czej, jaka nalezy osiagnaé (zob. pkt 6).

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

W przypadku pobierania probek paszy opakowanej, sktadajacej si¢
z matych jednostek (np. < 250 g), rozmiar probki pierwotnej zalezy
od rozmiaru jednostki.

Pasze luzem

W stosownych przypadkach probki moga by¢ pobierane, gdy kontrolo-
wana partia paszy jest w ruchu (zaladunek lub wytadunek).

Pasze opakowane

Po wybraniu wymaganej liczby jednostek w celu pobrania probek
zgodnie z rozdzialem 5, cze$¢ zawartosci kazdej jednostki nalezy usunaé
przy uzyciu probnika lub szufli. W miarg potrzeby probki nalezy
pobiera¢ po oproznieniu kazdej jednostki oddzielnie.

Homogeniczne Ilub nadajgce si¢ do homogenizacji pasze plynne lub
polplynne

Po wybraniu wymaganej liczby jednostek w celu pobrania probek
zgodnie z rozdzialem 5, nalezy w razie potrzeby zhomogenizowaé
zawarto$¢ 1 pobra¢ probke z kazdej jednostki.

Prébki pierwotne moga by¢ pobierane w trakcie oprozniania zawartosci
pojemnika.
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9.2.4.  Nienadajqce si¢ do homogenizacji pasze plynne lub polplynne

Po wybraniu wymaganej liczby jednostek w celu pobrania probek
zgodnie z rozdziatem 5, nalezy pobra¢ probki z réznych poziomow.

Probki moga by¢ takze pobierane w trakcie oprdzniania pojemnikow,
przy czym pierwsza frakcj¢ nalezy odrzucic.

W kazdym przypadku catkowita pobrana objetos¢ nie moze byé
mniejsza niz 10 litrow.

9.2.5. Bloki paszy i lizawki mineralne

Po wybraniu wymaganej liczby blokéw i lizawek w celu pobrania
probek zgodnie z rozdziatem 5, nalezy pobraé cze$¢ kazdego bloku
lub lizawki. Jezeli podejrzewa sig, ze blok lub lizawka nie s3 homoge-
niczne, jako probke mozna pobraé caty blok lub lizawke.

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

9.3. Przygotowanie prébek zbiorczych

Probki pierwotne miesza si¢ w jedng probke zbiorcza.

9.4. Przygotowanie prébek koncowych

Material zawarty w probce zbiorczej nalezy dokltadnie wymieszaé (!).

— Kazda probke nalezy umiesci¢ w odpowiednim pojemniku. Nalezy
podja¢ wszelkie $rodki ostroznos$ci, aby zapobiec zmianie skladu
probki, zanieczyszczeniu lub sfalszowaniu, ktére moga nastapic
w czasie transportu lub przechowywania.

— W przypadku kontroli sktadnikéw lub substancji jednolicie rozmiesz-
czonych w paszy probka zbiorcza moze zosta¢ w sposob reprezen-
tatywny zredukowana do co najmniej 2,0 kg lub 2,0 litréw (probka
zredukowana) (), w miare mozliwo$ci przy uzyciu rozdzielacza
mechanicznego lub automatycznego. W przypadku pobierania
probek nasion roslin straczkowych, ziaren zb6z 1 orzechow
z drzew orzechowych w celu oznaczania pozostato$ci pestycydow
minimalna wielko$¢ probki zredukowanej wynosi 3 kg. Jezeli
charakter paszy nie zezwala na zastosowanie rozdzielacza lub
rozdzielacz nie jest dostepny, probka moze zosta¢ zredukowana
metoda ¢wiartowania. Z probek zredukowanych nalezy przygotowaé
probki koncowe (do celow kontroli, obrony i odniesienia) w przybli-
zeniu tej samej wielkosci i dostosowane do ilosciowych wymagan
okreslonych w rozdziale 7. W przypadku kontroli sktadnikow,
w tym materialu zmodyfikowanego genetycznie, lub substancji,
ktore moga nie by¢ jednolicie rozmieszczone w materiatach paszo-
wych, probka zbiorcza musi zostac:

— calkowicie zhomogenizowana i nastgpnie podzielona na probki
koncowe, lub

— zredukowana do co najmniej 2 kg lub 2 litrow (?) przy uzyciu
rozdzielacza mechanicznego lub automatycznego. Jedynie w przy-
padku gdy charakter paszy nie zezwala na zastosowanie rozdzie-
lacza, probka moze zosta¢ zredukowana metoda ¢wiartowania.
Do celéow kontroli pod katem wystgpowania materialu gene-
tycznie zmodyfikowanego zgodnie z rozporzadzeniem (UE)
nr 619/2011 probka zredukowana musi zawiera¢ co najmniej
35000 nasion/ziaren, tak aby umozliwi¢ uzyskanie probek
koncowych do celow kontroli przestrzegania przepisow, obrony
i odniesienia zawierajacych co najmniej 10 000 nasion/ziaren
(zob. przypis (**) w rozdziale 6 i przypis (*) w rozdziale 7).

(Y) Jakiekolwiek zbrylenia musza by¢ rozbite (jesli to konieczne, poprzez odseparowanie
i zwrocenie do probki).

(®) Z wyjatkiem pasz objgtosciowych i wloknistych o niskim cigzarze whasciwym.

(®) Z wyjatkiem pasz objetosciowych i widknistych o niskim ci¢zarze wlasciwym.
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9.5.

9.6.

10.

Opakowanie prébek

Pojemniki lub opakowania s3 zapieczgtowane i opatrzone etykiety
w sposob uniemozliwiajacy otwarcie bez zniszczenia pieczeci. Catosé
etykiety musi by¢ opieczgtowana.

Wysylka probek do laboratorium

Probke wysyla si¢ bezzwlocznie do wyznaczonego laboratorium anali-
tycznego wraz z informacjami niezbednymi dla analityka.

PROTOKOL POBIERANIA PROBEK

Po kazdym pobraniu probek nalezy sporzadzi¢ protokét umozliwiajacy

W protokole nalezy zapisa¢ wszelkie przypadki odejscia od procedury
pobierania probek przewidzianej w niniejszym rozporzadzeniu.

Oprocz udostgpnienia protokotu urzegdowemu laboratorium kontrolnemu
zostaje on rowniez udostgpniony podmiotowi dzialajagcemu na rynku
pasz i/lub laboratorium wyznaczonemu przez ten podmiot.
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ZALACZNIK 11

PRZEPISY OGOLNE DOTYCZACE METODYKI ANALIZY PASZ

3.1.2.

A. PRZYGOTOWANIE PROBEK DO ANALIZY
Cel

Ponizej opisane procedury dotycza przygotowania do badan probek
przesytanych do laboratoriow kontrolnych po pobraniu zgodnie z przepi-
sami okreslonymi w zataczniku L.

Probki te muszg by¢ przygotowane w taki sposob, aby odwazone ilosci,
jak przewidziano w metodyce analizy, byly homogeniczne i reprezenta-
tywne w odniesieniu do probek koncowych.

Niezbedne Srodki ostroznosci

Wybér procedury przy przygotowaniu probek zalezy od stosowanych
metod analizy oraz skladnikow lub substancji, ktére majg zostaé
poddane kontroli. Z tego wzgledu bardzo wazne jest upewnienie sig,
czy wybrana procedura przygotowania probki jest wilasciwa w odnie-
sieniu do stosowanej metody analizy oraz sktadnikow lub substancji,
ktore maja zosta¢ poddane kontroli.

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

Rozdrabnianie, mieszanie i przesiewanie nalezy wykonywaé
bezzwlocznie, przy ograniczonym dostepie powietrza i $wiatta do
probki. Nie nalezy stosowaé miynkoéw i rozdrabniaczy, ktdre podczas
pracy powoduja znaczace nagrzewanie probki do badan.

W przypadku pasz szczegélnie wrazliwych na ciepto zaleca si¢ reczne
rozdrabnianie. Ponadto zastosowany sprzg¢t nie moze stanowi¢ zrodia
zanieczyszczenia.

Jezeli przygotowanie probki do badan nie moze by¢ przeprowadzone
bez znacznych zmian poziomu wilgotnosci probki, poziom jej wilgot-
nos$ci oznacza si¢ przed przygotowaniem i po przygotowaniu probki do
badan zgodnie z metods, o ktorej mowa w zatgczniku III czg$é A.

Procedura
Procedura ogolna

Podwielokrotno$¢ do badan pobiera si¢ z probki koncowej. Stozkowanie
i dzielenie na ¢wiartki nie sg zalecane, poniewaz moze to skutkowaé
podwielokrotno$ciami do badan o duzym btedzie podziatu.

Pasze, ktore moga by¢ zmielone

— Przesiang probke koncowa zmiesza¢ oraz zgromadzi¢ w odpo-
wiednim czystym, suchym pojemniku, wyposazonym w hermetyczny
korek. Zmiesza¢ ponownie w celu zagwarantowania petnej homoge-
nizacji natychmiast przed odwazeniem ilosci przeznaczonej do
analizy (podwielokrotnosci do badan).

Pasze, ktére moga by¢ zmielone po wysuszeniu

— Jesli nie ustalono inaczej w metodzie analizy, wysuszy¢ probke
koncowa w celu obnizenia jej poziomu wilgotnosci do 8-12 %,
zgodnie ze wstgpng procedurg suszenia opisang pkt 4.3 metodyki
oznaczania wilgotnosci, o ktorej mowa w zatgczniku III czgs¢ A.
Nastepnie postgpowac zgodnie z procedurg wskazang w sekcji 3.1.1.
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3.2

Pasze ptynne lub poiptynne

— Probke koncowa umiescic w odpowiednim, czystym i suchym
pojemniku, wyposazonym w hermetyczny korek. Zmieszaé
dokladnie w celu zagwarantowania petnej homogenizacji natych-
miast przed odwazeniem ilosci przeznaczonej do analizy (podwielo-
krotnosci do badan).

Inne pasze

— Probki koncowe, ktore nie moga by¢ przygotowane zgodnie z jedng
z powyzszych procedur, nalezy przygotowaé w taki sposob, aby
odwazone ilo§ci wymagane do analizy (podwielokrotnos¢ do badan)
byly homogeniczne i reprezentatywne dla probki koncowe;j.

Procedura szczegolna w przypadku badania metodq inspekcji wzrokowej
lub mikroskopowej lub w przypadku gdy cala probka zbiorcza jest
zhomogenizowana

— W przypadku badania metoda inspekcji wzrokowej (bez mikroskopu)
do badania stosuje si¢ cata probke laboratoryjna.

— W przypadku badania mikroskopem laboratorium moze zredukowac
probke zbiorcza lub zredukowac probke zredukowang. Probki
koncowe do celow obrony oraz ostatecznego odniesienia pobiera
si¢ zgodnie z procedurg rownowazng procedurze pobierania probek
w celu kontroli przestrzegania przepisow.

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

Przechowywanie préobek

Probki nalezy przechowywaé w temperaturze, ktora nie spowoduje
zmiany ich skladu. Probki przeznaczone do badania witamin lub
substancji, ktore sa szczegélnie wrazliwe na $wiatlo, nalezy przecho-
wywa¢ w warunkach gwarantujacych, ze $wiatlo nie wywrze na nie
niekorzystnego wplywu.

B. PRZEPISY DOTYCZACE ODCZYNNIKOW I APARATURY
UZYWANEJ W METODYCE ANALIZY

Jezeli w metodyce analizy nie ustalono inaczej, wszystkie stosowane
odczynniki muszg mieé stopien czystosci do analizy. W przypadku ozna-
czania mikroelementow czysto$¢ odczynnikow nalezy sprawdzié przez
wykonanie $lepej proby. Zaleznie od uzyskanych wynikow moze by¢
konieczne dalsze oczyszczanie odczynnikow.

Jezeli w metodyce analizy nie podano konkretnego rozpuszczalnika lub
rozcienczalnika, w przypadku czynnos$ci wymagajacych przygotowania
roztwordéw, rozcienczania, sptukiwania lub przemywania nalezy
stosowa¢ wode. Co do zasady nalezy stosowa¢ wod¢ demineralizowang
lub destylowang. W szczegdlnych przypadkach, wymienionych w meto-
dyce analizy, wod¢ nalezy oczysci¢ w specjalny sposob.

Ze wzgledu na aparature i sprzet, ktore zwykle stosuje si¢ w laborato-
riach kontrolnych, w metodyce analizy wymienia si¢ tylko te aparature
i sprzet, ktore wymagaja szczegoélnego zastosowania lub majg specjalny
charakter. Wszystkie urzadzenia muszg by¢ czyste, zwlaszcza gdy sa
oznaczane bardzo mate ilo$ci substancji.



02009R0152 — PL — 16.11.2020 — 007.001 — 17

C. STOSOWANIE METODYKI ~ ANALIZY I WYRAZANIE
WYNIKOW

1. Postepowanie ekstrakcyjne

W kilku metodach okreslono konkretne postepowanie ekstrakcyjne.
Z reguly mozna zastosowa¢ inne postgpowanie ekstrakcyjne niz to,
o ktorym mowa w danej metodyce, pod warunkiem ze dowiedziono,
iz w poréwnaniu z postgpowaniem okreSlonym w metodyce stosowane
postgpowanie ma rownowazng wydajnos¢ ekstrakcji w odniesieniu do
analizowanej matrycy.

2. Postepowanie oczyszczajace

W kilku metodach okreslono konkretne postgpowanie oczyszczajace.
Z reguly mozna zastosowaé inne postepowanie oczyszczajace niz to,
o ktorym mowa w danej metodyce, pod warunkiem ze dowiedziono,
iz w porownaniu z postgpowaniem okreslonym w metodyce stosowane
postgpowanie daje rownowazne wyniki analityczne w odniesieniu do
analizowanej matrycy.

3. Liczba oznaczen

W przypadku analizy substancji niepozadanych, jezeli wynik pierwszego
oznaczenia jest znacznie (0 > 50 %) nizszy niz warto$¢ ustalona w specy-
fikacji, nie s3 konieczne dodatkowe oznaczenia, pod warunkiem ze
stosowane jest odpowiednie postgpowanie w odniesieniu do jakosci.
W innych przypadkach konieczna jest druga analiza (drugie oznaczenie)
w celu wykluczenia mozliwosci wewngtrznego zanieczyszczenia krzyzo-
wego lub przypadkowego wymieszania si¢ probek. Do weryfikacji zgod-
nosci stosuje si¢ Srednig z dwoch oznaczen przy uwzglednieniu niepew-
no$ci pomiaru.

W przypadku kontroli deklarowanej zawartosci substancji lub sktadnika,
jezeli wynik pierwszego oznaczenia potwierdza deklarowang zawarto$é,
tj. wyniki analizy mieszczg si¢ w dopuszczalnym zakresie zmiennosci co
do deklarowanej zawartosci, nie sg konieczne dodatkowe oznaczenia,
pod warunkiem ze stosowane jest odpowiednie postgpowanie w odnie-
sieniu do jakos$ci. W innych przypadkach konieczna jest druga analiza
(drugie oznaczenie) w celu wykluczenia mozliwosci wewnetrznego
zanieczyszczenia krzyzowego lub przypadkowego wymieszania si¢
probek. Do weryfikacji zgodnosci stosuje si¢ $rednig z dwoch oznaczen
przy uwzglednieniu niepewnos$ci pomiaru.

W niektérych przypadkach dopuszczalny zakres zmiennosci okreslono
w prawodawstwie, np. w rozporzadzeniu Parlamentu Europejskiego
i Rady (WE) nr 767/2009 z dnia 13 lipca 2009 r. w sprawie wprowa-
dzania na rynek i stosowania pasz, zmieniajacym rozporzadzenie (WE)
nr 1831/2003 Parlamentu Europejskiego i Rady i uchylajacym dyrek-
tywe Rady 79/373/EWG, dyrektywe Komisji 80/511/EWG, dyrektywy
Rady 82/471/EWG, 83/228/EWG, 93/74/EWG, 93/113/WE i 96/25/WE
oraz decyzj¢ Komisji 2004/217/WE ().

4. Podawanie zastosowanych metod analizy w sprawozdaniu

W sprawozdaniu z analizy okresla si¢ zastosowang metodyke.

5. Podawanie wynikéw analizy

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

(") Dz.U. L 229 z 1.9.2009, s. 1.
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Niepewno$¢ pomiaru i stopien odzysku w przypadku analizy
substancji niepozadanych

W odniesieniu do substancji niepozadanych w rozumieniu dyrektywy
2002/32/WE uznaje si¢, ze produkt przeznaczony na paszg jest
niezgodny pod wzgledem ustalonej zawartosci maksymalnej, w przy-
padku gdy wynik analizy dotyczacy paszy o zawartosci wilgoci wyno-
szacej 12 % wskazuje na przekroczenie zawartosci maksymalnej
z uwzglednieniem rozszerzonej niepewnosci pomiaru i poprawki na
stopien odzysku. Badane st¢zenie po uwzglednieniu poprawki na stopien
odzysku i odjgciu rozszerzonej niepewnosci pomiaru od wyniku stanowi
podstawe oceny zgodno$ci. Procedura ta ma zastosowanie jedynie
w przypadkach, gdy stosowana metoda analizy pozwala na ustalenie
warto$ci niepewnosci pomiaru i stopnia odzysku (nie jest to mozliwe
np. w przypadku analizy mikroskopowej).

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

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

b) jako x +/— U, gdzie x oznacza wynik analizy, a U rozszerzona
niepewnos$¢ pomiaru, przy zastosowaniu wspotczynnika rozszerzenia
w wysokosci 2, ktory daje wynik w przedziale ufnosci ok. 95 %.

Jezeli wynik analizy jest jednak znacznie (0 > 50 %) nizszy niz warto$¢
ustalona w specyfikacji oraz pod warunkiem ze stosowane jest odpo-
wiednie postgpowanie w odniesieniu do jakosci, a analiza wykonywana
jest jedynie do celow sprawdzenia zgodno$ci z przepisami prawnymi,
wynik analizy mozna poda¢ bez korekty na odzysk; w takim przypadku
mozna poming¢ podawanie stopnia odzysku i niepewnosci pomiaru.
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ZALACZNIK 11

METODY ANALIZY SKEADU MATERIALOW 1 MIESZANEK
PASZOWYCH

A. OZNACZANIE WILGOTNOSCI
1. 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 roOwniez znaczna ilo$¢
substancji lotnych.

Metody nie stosuje si¢ do badania produktéw mlecznych wystgpujacych
jako materialy paszowe, zwiazkéw mineralnych, mieszanin sktadajacych
si¢ glownie ze zwigzkéw mineralnych, tluszczéw i olejow pochodzenia
zwierzgcego 1 roslinnego oraz nasion i owocow roslin oleistych.

2. Sposob przeprowadzenia metody

Probka jest suszona w warunkach dostosowanych do wlasciwosci pasz.
Obnizenie masy jest okreslane przez wazenie. Jezeli pasze stale zawie-
raja duze ilosci wilgotnos$ci, konieczne jest przeprowadzenie wstgpnego

suszenia.
3. Aparatura i sprzet
3.1 Rozdrabniacz wykonany z materiatow niepochtaniajacych wilgotnosci,

tatwy do czyszczenia, pozwalajacy na szybkie i rownomierne rozdrob-
nienie materialu bez nadmiernego ogrzewania, w sposob ograniczajacy
do minimum kontakt z powietrzem, speilniajacy wymagania okreslone
w pkt 4.1.1 i pkt 4.1.2 (np. miotek, chtodzony woda mikrorozdrabniacz,
sktadany stozkowy mtynek albo rozdrabniacz wolnoobrotowy lub wypo-
sazony w koto zgbate).

3.2. Waga analityczna wazaca z doktadnoscia do 1 mg.

3.3. Suche naczynka z nierdzewnego metalu lub ze szkta z przykrywkami
umozliwiajagcymi hermetyczne zamknigcie, o powierzchni roboczej
umozliwiajacej rOwnomierne rozprowadzenie badanej probki w warstwie
0,3 g/em?.

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

3.5. Termostatowana suszarka prozniowa zaopatrzona w pomp¢ olejowa oraz
mechanizm umozliwiajacy nawiew goracego suchego powietrza lub
wprowadzenie czynnika suszacego (np. tlenku wapnia).

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

4. Sposob postepowania

Uwaga: CzynnoS$ci opisane w tej czgsci nalezy wykonywacé natychmiast
po otworzeniu opakowania probki. Analiz¢ nalezy wykonaé co
najmniej w 2 powtoérzeniach.

(") Do suszenia roslin zbozowych, maki, kaszy i maczki piec musi mie¢ pojemnos¢ cieplna

taka, zeby po wstepnym nastawieniu na temperature 131 °C powrdcit do tej temperatury
w czasie krotszym niz 45 minut po umieszczeniu w nim maksymalnej liczby probek do
jednoczesnego wysuszenia. Wentylacja musi by¢ taka, aby wyniki suszenia przez dwie
godziny maksymalnej liczby probek pszenicy zwyczajnej nie réznity si¢ od wynikow
suszenia przez cztery godziny o wigcej niz o 0,15 %.
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4.1.

4.1.1.

4.2.

4.2.1.

4.2.2.

4.2.3.

Przygotowanie
Pasze inne niz okreslone 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 zawar-
tosci wilgotnosci (zob. pkt 6).

Zboza i kasze

Pobra¢ co najmniej 50 g probki. Rozdrobni¢ na czastki, ktore prze-
chodza przez oczka sita o $rednicy 0,5 mm co najmniej w 50 % i pozos-
taja w iloéci nie wyzszej niz 10 % na sicie o oczkach o $rednicy 1 mm.

Pasze cieklte lub w postaci pasty, pasze z przewaga
olejow lub ttuszczow

Pobra¢ 25 g probki, zwazy¢ z doktadnoscia do 10 mg, doda¢ odpo-
wiednig ilo$¢ bezwodnego piasku odwazonego z doktadnoscia do 10
mg i zmiesza¢ do uzyskania homogennego produktu.

Suszenie
Pasze inne niz okre$§lone w pkt 4.2.2 1 4.2.3

Zwazy¢, z doktadnosciag do 1 mg, naczynko z przykrywka (pkt 3.3). Do
naczynka odwazy¢, z doktadnoscig do 1 mg, okoto 5 g probki i rowno
rozmieséci¢. Wstawi¢ naczynko bez przykrywki do suszarki podgrzanej
do temperatury 103 °C. Aby zapobiec nadmiernemu spadkowi tempera-
tury, umiesci¢ naczynko w suszarce tak szybko, jak to mozliwe. Suszy¢
przez cztery godziny od czasu, gdy suszarka ponownie osiagnie tempe-
ratur¢ 103 °C. Nalozy¢ przykrywke na naczynko, wyja¢ 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 przewazajacym udzialem oleju lub tluszczu suszy¢ ponownie
w suszarce przez 30 minut w temperaturze 130 °C. Roznica pomigdzy
dwoma wazeniami nie moze przekracza¢ 0,1 % wilgotnosci.

Zboza, maki, kasze i maczki

Zwazy¢, z doktadnoscig do 0,5 mg, naczynko z przykrywka (pkt 3.3).
Do naczynka odwazy¢, z doktadnoscia do 1 mg, okoto 5 g rozdrob-
nionej probki i rowno rozmiesci¢. Wstawi¢ naczynko bez przykrywki
do suszarki podgrzanej do temperatury 130 °C. Aby zapobiec nadmier-
nemu spadkowi temperatury, umiesci¢ naczynko w suszarce tak szybko,
jak to mozliwe. Suszy¢ przez dwie godziny od czasu, gdy suszarka
ponownie osiggnie temperature 130 °C. Nalozy¢ przykrywke na
naczynko, wyjac je z suszarki, pozostawi¢ do schtodzenia w eksykatorze
(pkt 3.6) na 30 do 45 minut i zwazy¢ z dokladnosciag do 1 mg.

Mieszanki paszowe zawierajace ponad 4 % sacharozy lub laktozy: mate-
rialy paszowe, takie jak chleb $wigtojanski, hydrolizowane produkty
zbozowe, stod jeczmienny, susz buraczany, hydrolizaty rybne i cukrowe,
mieszanki z ponad 25 % udziatem soli mineralnych zawierajacych wodg
krystalizacyjna.

Zwazy¢, z doktadnoscia do 0,5 mg, naczynko z przykrywka (pkt 3.3).
Do naczynka odwazy¢, z dokladnoscia do 1 mg, okoto 5 g probki
i rowno rozmiescic. Wstawi¢ naczynko bez przykrywki do suszarki
prozniowej (pkt 3.5), podgrzanej do temperatury od 80 do 85 °C. Aby
zapobiec nadmiernemu spadkowi temperatury, umie$ci¢ naczynko
w suszarce tak szybko, jak to mozliwe.

Podwyzszy¢ ci$nienie do 100 Torr i pozostawi¢ w celu wysuszenia na
cztery godziny pod dziataniem tego cis$nienia, w strumieniu goracego,
suchego powietrza albo stosujac czynnik suszacy (ok. 300 g na 20
probek). W drugim przypadku odtgczy¢ pompe prozniowa po uzyskaniu
odpowiedniego cisnienia. Czas suszenia liczy¢ od chwili, gdy suszarka
ponownie osiggnie temperature od 80 do 85 °C. Ostroznie zroéwnaé
ci$nienie w suszarce z ci$nieniem atmosferycznym. Otworzy¢ suszarke,
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4.3.

43.1.

5.1

5.2.

szybko natozy¢ przykrywke na naczynko, wyjaé je z suszarki, pozos-
tawi¢ do schtodzenia w eksykatorze (pkt 3.6) na 30—45 minut i zwazy¢
z doktadnoscia do 1 mg. Suszy¢ ponownie w suszarce prozniowej przez
30 minut o temperaturze od 80 do 85 °C i zwazy¢ powtornie. Roznica
pomigdzy dwoma wazeniami nie moze przekracza¢ 0,1 % wilgotnosci.

Suszenie wstepne
Pasze inne niz okreslone w pkt 4.3.2

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

Odwazy¢ 50 g, z doktadnoscia do 10 mg, nierozdrobnionej probki
(pasze sprasowane lub zbrylone mozna w razie potrzeby wstegpnie
rozdzieli¢) do odpowiedniego naczynia (np. ptytka aluminiowa o wymia-
rach 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 schto-
dzenia w laboratorium przez godzing i zwazy¢ z doktadnoscia do 10 mg.
Szybko rozdrobnié, postgpujac w sposob okreslony w pkt 4.1.1, i suszy¢
w sposob okreSlony w pkt 4.2.1 lub 4.2.3, w zaleznoéci od rodzaju
paszy.

Zboza

Ziarno zboz o wilgotnosci wyzszej niz 17 % nalezy podda¢ wstgpnemu
suszeniu w nastgpujacy sposob:

Odwazy¢, z dokladnoscig do 10 mg, 50 g nierozdrobnionego ziarna do
odpowiedniego naczynia (np. plytka aluminiowa o wymiarach 20 x
12 cm z obwodka o wysokosci 0,5 cm). Suszy¢é w suszarce od 5 do 7
minut w temperaturze 130 °C. Wyja¢ probke z suszarki, pozostawi¢ bez
przykrycia do schtodzenia w laboratorium przez dwie godziny i zwazy¢
z doktadnoscig do 10 mg. Szybko rozdrobnié, postepujac w sposob
okreslony w pkt 4.1.2, i suszy¢ w sposOb okreslony w pkt 4.2.2.

Obliczanie wynikow

Wilgotno$¢ (X) jako udziat procentowy w probcee obliczana jest wedlug
nastepujacych wzorow:

Suszenie bez wstgpnego podsuszania

X:MXIOO
m

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

Suszenie z podsuszaniem

— 100
X, — wm,ml} L1000« (1,m>
my m m X mp

m = poczatkowa masa w g badanej probki

m; = masa w g badanej probki po wstgpnym podsuszaniu

8
[

= masa w g badanej probki po rozdrobnieniu

my, = masa w g badanej probki po wysuszeniu
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5.3.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

Powtarzalnosé

Roéznica pomiedzy wynikami dwoch rownoleglych oznaczen wykona-
nych dla tej samej probki nie moze przekracza¢ 0,2 % bezwzglednej
wartos$ci wilgotnosci.

Objasnienia

Jezeli rozdrabnianie probki jest konieczne i wplywa na poziom wilgot-
nosci w produkcie, wyniki analizy sktadnikow paszowych nalezy skory-
gowac o poziom wilgotno$ci w poczatkowym stanie probki.

B. OZNACZANIE WILGOTNOSCI OLEJC)W I TLUSZCZOW
POCHODZENIA ZWIERZECEGO 1 ROSLINNEGO

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 metoda wagowa.

Aparatura i sprzet

Naczynie z ptaskim dnem wykonane z materiatu nierdzewnego, o $red-
nicy od 8 do 9 cm i wysokosci okoto 3 cm.

Termometr rteciowy ze wzmocnionym zbiornikiem i ekspansyjng rurka
w gornym koncu, z podziatka od 80 do co najmniej 110 °C i o dlugosci
okoto 10 cm.

Laznia piaskowa lub elektryczna ptyta grzewcza.
Eksykator zawierajacy efektywny $rodek suszacy.
Waga analityczna.

Sposéb postepowania

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

Zmniejszy¢ ogrzewanie, obserwujac czestotliwo$é odrywania si¢ peche-
rzykow powietrza od dna naczynia. Temperatura nie moze przekroczy¢
105 °C. Kontynuowa¢ mieszanie, pocierajgc dno naczynia do czasu, az
przestang si¢ tworzy¢ pecherzyki.

W celu catkowitego odparowania wilgotnosci, ogrzewaé probke kilka
razy do temperatury 103 °C + 2 °C, schiadzajac do 93 °C pomiedzy
kolejnymi ogrzewaniami. Nastgpnie schiodzi¢ probke do temperatury
pokojowej w eksykatorze (3.4) i zwazy¢. Powtarza¢ ogrzewanie, dopoki
ubytek masy pomigdzy dwoma kolejnymi wazeniami nie be¢dzie wigkszy
niz 2 mg.

Uwaga: Wzrost masy probki po powtérnym ogrzewaniu wskazuje na
utlenienie si¢ tluszczu. W takim przypadku do obliczenia
wyniku wzigé ostatnig mase¢ probki, przed wzrostem jej masy.

Obliczanie wynikow

Wilgotnos¢ (X) jako udzial procentowy w probee obliczana jest wedhug
nastgpujacego wzoru:

100
X =(m —mp) X —
m
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3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

3.11.

3.12.

gdzie:

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

Wyniki oznaczania nizsze niz 0,05 % nalezy zapisa¢, uzywajac okre-
$lenia ,,nizsze niz 0,05 %”.

Powtarzalnosé

Roznica wilgotnosci pomigdzy wynikami dwoch rownoleglych oznaczen
wykonanych dla tej samej probki nie moze przekracza¢ 0,05 % wartosci
bezwzgledne;.

C. OZNACZANIE ZAWARTOSCI BIALKA SUROWEGO
Cel i zakres stosowania metody

Metoda stuzy do oznaczania zawartosci biatka surowego w paszach na
podstawie zawarto$ci azotu oznaczonego metoda Kjeldahla.

Sposob przeprowadzenia metody

Probka jest mineralizowana kwasem siarkowym w obecnosci kataliza-
tora. Kwasny roztwor jest alkalizowany z uzyciem roztworu wodoro-
tlenku sodu. Amoniak destyluje si¢ i zbiera w znanej iloéci roztworu
kwasu siarkowego, ktorego nadmiar jest miareczkowany mianowanym
roztworem wodorotlenku sodu.

Ewentualnie uwolniony amoniak jest destylowany do nadmiaru roztworu
kwasu borowego, a nastgpnie miareczkowany roztworem kwasu chloro-
wodorowego lub siarkowego.

Odczynniki i roztwory

Siarczan potasu.

Katalizator: tlenek miedzi(Il) CuO lub siarczan miedzi(Il) CuSO4
5H,O pentahydrat.

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

Kwas siarkowy, mianowany roztwor objetosciowy o stezeniu c(H,SOy4)
= 0,25 mol/l.

Kwas siarkowy, mianowany roztwor objetosciowy o stezeniu c(H,SO4)
= 0,10 mol/l.

Kwas siarkowy, mianowany roztwor objgtosciowy o stezeniu c(H;SOy)
= 0,05 mol/l.

Czerwien metylowa, wskaznik: rozpusci¢ 300 mg czerwieni metylowej
w 100 ml etanolu, o = 95-96 % (v/v).

Wodorotlenek sodu (moze by¢ techniczny), roztwor o stezeniu f = 40 g/
100 ml (m/v: 40 %).

Wodorotlenek sodu, mianowany roztwor objetosciowy o stezeniu
c¢(NaOH) = 0,25 mol/l.

Wodorotlenek sodu, mianowany roztwor objetosciowy o stezeniu
c¢(NaOH) = 0,10 mol/l.

Granulowany pumeks, przemyty kwasem chlorowodorowym i wypra-
zony.

Acetanilid (temperatura topnienia = 114 °C, zawarto$¢ N = 10,36 %).
Sacharoza, niezawierajgca azotu.
Kwas borowy (H3;BOs3).

Roztwoér czerwieni metylowej, wskaznik: rozpusci¢ 100 mg czerwieni
metylowej w 100 ml etanolu lub metanolu.
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5.2

5.2.1.

Roztwoér zieleni bromokrezolowej: rozpusci¢ 100 mg zieleni bromokre-
zolowej w 100 ml etanolu lub metanolu.

Roztwor kwasu borowego (od 10 g/l do 40 g/l, w zaleznosci od stoso-
wanej aparatury i sprzgtu)

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

Odczyn pH roztworu kwasu borowego moze rozni¢ si¢ migdzy seriami
w zalezno$ci od uzytej wody. Czesto do uzyskania pozytywnej proby
$lepej 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 przechowywa¢ w temperaturze pokojowej
oraz chroni¢ przed $wiatlem i Zrodtami oparéw amoniaku.

Kwas chlorowodorowy, mianowany roztwor obj¢tosciowy o stezeniu
c¢(HCI) = 0,10 mol/lL.

Uwaga: Mozna zastosowaé inne stgzenia roztworow objetosciowych
(3.5, 3.6, 3.7, 3.10, 3.11 i 3.19), jezeli zostanie to uwzgled-
nione w obliczeniach. Stgzenie nalezy podawaé zawsze
z doktadnoscig do czterech miejsc po przecinku.

Aparatura i sprzet

Aparatura i sprzet odpowiedni do przeprowadzenia mineralizacji, desty-
lacji i miareczkowania wedlug metody Kjeldahla.

Sposéb postepowania
Mineralizacja

Odwazy¢, z dokladnoscig do 0,001 g, 1g probki i przenies¢ do kolby
aparatu do mineralizacji. Dodaé¢ 15 g siarczanu potasu (3.1), odpo-
wiednig 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 siar-
kowego (3.4) oraz, w razie potrzeby, kilka granulek pumeksu (3.12)
i zamieszac.

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 trwatego wrzenia roztworu.
Ogrzewanie jest wlasciwe, jezeli wrzacy kwas kondensuje si¢ na $cian-
kach kolby. Zapobiega¢ przegrzewaniu si¢ $cianek i przylepianiu do
nich organicznych czastek.

Od chwili gdy roztwor stanie si¢ klarowny i przyjmie jasnozielong
barwe, kontynuowac ogrzewanie przez dwie godziny, a nastgpnie pozos-
tawi¢ do schtodzenia.

Destylacja

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

Destylacja do kwasu siarkowego

Umieséci¢ w odbieralniku aparatu destylacyjnego odmierzone 25 ml
kwasu siarkowego (3.5 lub 3.7), zaleznie od przewidywanej zawartosci
azotu. Doda¢ kilka kropli wskaznika czerwieni metylowej (3.8).
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52.2.

5.3.

Podlaczy¢ kolbe mineralizacyjna do chtodnicy aparatu destylacyjnego
i zanurzy¢ koniec chtodnicy w cieczy znajdujacej si¢ w kolbie odbie-
ralnika na glgboko$¢ co najmniej 1 cm (zob. objasnienia pkt 8.3).
Powoli wla¢ 100 ml roztworu wodorotlenku sodu (3.9) do kolby mine-
ralizacyjnej, nie dopuszczajac do strat amoniaku (zob. objasnienia pkt
8.1). Ogrzewa¢ kolbg az do catkowitego oddestylowania amoniaku.

Destylacja do kwasu borowego

Jezeli miareczkowanie zawarto$ci amoniaku w destylacie wykonywane
jest recznie, zastosowanie ma ponizsze postgpowanie. Jezeli aparat
destylacyjny jest w petlni zautomatyzowany i obejmuje miareczkowanie
zawarto$ci amoniaku w destylacie, nalezy stosowac si¢ do instrukcji
producenta aparatu.

Umiesci¢ kolbe odbieralnika zawierajaca od 25 do 30 ml roztworu
kwasu borowego (3.18) pod ujsciem chtodnicy w taki sposob, aby
rurka doprowadzajagca znajdowata si¢ pod powierzchnig nadmiaru
roztworu kwasu borowego. Ustawi¢ aparat destylacyjny, aby podat 50
ml roztworu wodorotlenku sodu (3.9). Obstugiwaé aparat destylacyjny
zgodnie z instrukcjami producenta i oddestylowa¢ amoniak uwolniony
w wyniku dodania roztworu wodorotlenku sodu. Zebra¢ destylat
w roztworze kwasu borowego. Ilos¢ destylatu (czas destylacji z parg
wodng) zalezy od zawarto$ci azotu w probce. Postepowaé zgodnie
z instrukcjami producenta.

Uwaga: W przypadku poétautomatycznego aparatu destylacyjnego doda-
wanie nadmiaru wodorotlenku sodu i destylacja z parag wodng
przeprowadzane s3 automatycznie.

Miareczkowanie

Postgpowac zgodnie z pkt 5.3.1 lub 5.3.2.

Kwas siarkowy

Miareczkowa¢ 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 konco-
wego.

Kwas borowy

Miareczkowa¢ zawarto$¢ kolby odbieralnika mianowanym roztworem
objetosciowym kwasu chlorowodorowego (3.19) lub kwasu siarkowego
(3.6) przy pomocy biurety i odczyta¢ ilo$¢ zuzytego titrantu.

Przy stosowaniu kolorymetrycznego punktu koncowego punkt koncowy
osigga si¢ w momencie pojawienia si¢ pierwszego Sladu rézowego
zabarwienia cieczy. Okre$li¢ odczyt biurety z doktadnoscia do 0,05
ml. W wizualizacji punktu koncowego pomocna jest pods$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 stosowac si¢ do instrukcji producenta.

Uwaga: Jezeli stosowany jest system automatycznego miareczkowania,
rozpoczyna si¢ ono bezposrednio po destylacji i stosowany jest
1 % roztwor kwasu borowego (3.18).
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5.4.

6.1.

6.2

6.2.1.

6.2.2.

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

W tym przypadku stosowany jest automatyczny aparat do
miareczkowania z pehametrem. Pehametr musi by¢ odpo-
wiednio skalibrowany w zakresie od pH 4 do pH 7 za pomoca
zwyktych laboratoryjnych metod kalibracji pH.

Punkt koncowy pH w miareczkowaniu osigga si¢ przy wartosci
pH réownej 4,6, co stanowi najwyzszy punkt krzywej miarecz-
kowania (punkt przegigcia).
Slepa proba
W celu potwierdzenia, ze zastosowane odczynniki nie zawierajg azotu,
przeprowadzi¢ $lepa probe (mineralizacjg, destylacj¢ i miareczkowanie),
stosujac 1 g sacharozy (3.14) zamiast probki.

Obliczanie wynikow

Obliczenia wykonywane sg 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 wedlug nastgpujacego wzoru:

(Vo — Vi) xcx0,014 x 100 x 6,25
m

gdzie:

Vo = objetos¢ w ml NaOH (3.10 lub 3.11) zuzytego do slepej proby

V; = objetos¢ w ml NaOH (3.10 lub 3.11) zuzytego do miareczkowania
probki

¢ = 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 wedlug nastgpujacego wzoru:

(Vi — Vo) x ¢ x 1,4 x 6,25
m

gdzie:

m = masa nawazki w g
¢ = stezenie w mol/l mianowanego roztworu objetosciowego kwasu
chlorowodorowego (3.19)

Vo = objeto$¢ w ml kwasu chlorowodorowego uzytego do proby $lepej
V; = obj¢tos¢ w ml kwasu chlorowodorowego uzytego do nawazki

Miareczkowanie kwasem siarkowym

Zawartos$¢ biatka surowego jako udzial procentowy w masie obliczana
jest wedlug nastepujacego wzoru:

(Vi —Vp) xecx28x 6,25
m
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7.2.

8.2.

8.3.

8.4.

gdzie:

m = masa nawazki w g

¢ = stezenie w mol/l mianowanego roztworu objetosciowego kwasu
siarkowego (3.6)

Vo = objetos¢ w ml kwasu siarkowego (3.6) uzytego do proby Slepej

V, = objetos¢ w ml kwasu siarkowego (3.6) uzytego do nawazki

Sprawdzenie metody
Powtarzalnosé

Roéznica miedzy wynikami dwoch réwnoleglych oznaczef wykonanych
dla tej samej probki nie moze przekraczaé:

— 0,2 % warto$ci bezwzglednej, dla zawartosci biatka surowego nizszej
niz 20 %,

— 1,0 % najwyzszego wyniku, dla zawarto$ci bialka surowego od 20
do 40 %,

— 0,4 % warto$ci bezwzglednej, dla zawartosci biatka surowego
wyzszej niz 40 %.

Doktadnosé

Przeprowadzi¢ analiz¢ (mineralizacjg, 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).
Stopien odzysku musi wynosi¢ co najmniej 99 %.

Objasnienia

Sprzet i aparatura moga by¢ obslugiwane recznie, pétautomatycznie lub
by¢ caltkowicie zautomatyzowane. W przypadku koniecznosci przenie-
sienia urzadzenia pomiedzy etapami mineralizacji i destylacji, czynno$¢
t¢ nalezy wykona¢ bez jakichkolwiek strat. Jezeli kolba aparatu desty-
lacyjnego nie jest wyposazona we wkraplacz, doda¢ wodorotlenek sodu
natychmiast przed podiaczeniem kolby do chlodnicy, wlewajac ciecz
powoli po $ciankach.

Jezeli roztwér przechodzi w postaé stata, ponownie przeprowadzi¢ ozna-
czanie, stosujac wigksze ilosci kwasu siarkowego (3.4) niz podano

wyzej.

W przypadku produktéw o niskiej zawartosci azotu objetos¢ kwasu
siarkowego (3.7), ktora ma zosta¢ dodana do kolby odbieralnika,
moze by¢ w miare potrzeby zmniejszona do 10 lub 15 ml i uzupetniona
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 cze$ci C stanowi metode referencyjng. Roéwnowaz-
no$¢ wynikow uzyskanych inng metoda (np. DUMAS) w poréwnaniu
z metodg referencyjng musi zosta¢ wykazana odrebnie dla kazdej
matrycy. Ze wzgledu na fakt, iz nawet po potwierdzeniu rownowaznosci
wyniki uzyskane inng metoda moga si¢ nieznacznie r6zni¢ od wynikow
uzyskanych metoda referencyjng, konieczne jest podanie w sprawozdaniu
z badan metody analitycznej zastosowanej do oznaczenia biatka
SUrowego.

D. OZNACZANIE MOCZNIKA
Cel i zakres stosowania metody

Metoda stuzy do oznaczania zawarto$ci mocznika w paszach.
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3.2

3.3.

3.4.

3.5.

4.2.

4.3.

5.2

Sposob przeprowadzenia metody

Probka ze srodkiem 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 ditugosci fali 420 nm.

Odczynniki i roztwory

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

Roztwor Carreza I: rozpusci¢ w wodzie 21,9 g octanu cynkowego
Zn(CH5COO), 2H,0 i 3 g lodowatego kwasu octowego. Uzupehi¢ do
objetosci 100 ml woda.

Roztwor Carreza II: rozpusci¢ w wodzie 10,6 g zelazocyjanku potaso-
wego K4Fe(CN)g 3H,0. Uzupehi¢ do objetosci 100 ml woda.

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

Aparatura i sprzet

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

Sposéb postepowania
Analiza probki

Odwazy¢, z doktadnoscia do 1 mg, 2 g probki i umieéci¢ razem z 1 g
aktywnego wegla (3.4) w kolbie miarowej o pojemnosci 500 ml. Dodaé
400 ml wody i 5 ml roztworu Carreza I (3.2), miesza¢ przez ok. 30
sekund, a nastgpnie doda¢ 5 ml roztworu Carreza II (3.3). Miesza¢ przez
30 minut w mikserze. Uzupetni¢ do pelnej objetosci kolby woda,
wstrzasna¢ i przefiltrowac.

Do proboéwek ze szklanymi szlifowanymi korkami przenie$¢ po 5 ml
przezroczystego, bezbarwnego filtratu, doda¢ 5 ml roztworu 4-DMAB
(3.1) i zamiesza¢. Wstawi¢ probowki do tazni wodnej ustawionej na
temperaturg 20 °C (+/- 4 °C). Po 15 minutach zmierzy¢ gesto$¢ optyczna
roztworu probki spektrofotometrem przy dlugosci fali 420 nm. Pomiar
porownaé ze $lepa proba odczynnikowsg.

Krzywa kalibracyjna

Do kolb miarowych o pojemnosci 100 ml nala¢ 1, 2, 4, 5 i 10 ml
roztworu mocznika (3.5) i uzupeli¢ do pelnej objetosci kolb woda.
Odla¢ 5 ml kazdego z roztwordéw, doda¢ do kazdej kolby po 5 ml
roztworu 4-DMAB (3.1), wymiesza¢ i1 zmierzy¢ gestos¢ optyczng
w podany wyzej sposob, porownujgc z roztworem kontrolnym zawiera-
jacym 5 ml 4-DMAB i 5 ml wody pozbawionej mocznika. Wykresli¢
krzywa kalibracyjna.

Obliczanie wynikow
Na podstawie krzywej kalibracyjnej oznaczy¢ zawarto$¢ mocznika
w probce.

Wynik wyrazi¢ jako udzial procentowy w probce.

Objasnienia

W przypadku gdy zawarto§¢ mocznika jest wyzsza niz 3 %, zmniejszy¢
mase probki do 1 g lub rozcienczy¢ pierwotny roztwoér tak, aby w 500
ml nie znajdowalo si¢ wiecej niz 50 mg mocznika.
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7.2.

7.3.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

4.2.

43.

W przypadku niskiej zawarto$ci mocznika zwigksza¢ mas¢ probki tak,
aby filtrat pozostal przezroczysty i bezbarwny.

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

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

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

Sposob przeprowadzenia metody

Probka jest ekstrahowana woda, a roztwor — klarowany i filtrowany.
Lotne zwiazki azotowe sa oddzielane metoda mikrodyfuzji z uzyciem
roztworu weglanu potasu, zbierane w roztworze kwasu borowego
i miareczkowane kwasem siarkowym.

Odczynniki i roztwory

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

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

Kwas borowy, roztwor: w kolbie miarowej o pojemnosci 1 1 rozpuscié
10 g kwasu borowego w 200 ml etanolu o stgzeniu od 95 do 96 % (v/v)
i 700 ml wody. Doda¢ 10 ml wskaznika (3.2). Zamieszac i, jezeli to
konieczne, doprowadzi¢ barwg roztworu do jasnoczerwonej przez
dodanie roztworu wodorotlenku sodu. 1 ml tego roztworu bgdzie pochta-
nial maksymalnie 300 pg NH;.

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

Kwas siarkowy o stgzeniu 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 doktadnoscia do 1 mg, 10 g probki do kolby miarowej
o pojemnosci 200 ml i doda¢ 100 ml wody. Miksowaé w mikserze
przez 30 minut. Doda¢ 50 ml roztworu kwasu trojchlorooctowego (3.1),
uzupetni¢ do petnej objetosci kolby woda, energicznie wstrzasnac i prze-
filtrowaé przez karbowany filtr.

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

Mikrobiureta (4.3) miareczkowaé lotne zwiazki zaabsorbowane w kwasie
borowym, stosujac roztwoér kwasu siarkowego (3.5).

Slepa probe przeprowadzié w ten sam sposob, lecz bez probki przezna-
czonej do analizy.
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Obliczanie wynikow

1 ml H,SO,4 o stezeniu 0,01 mol/l odpowiada 0,34 mg amoniaku.

Przedstawi¢ wynik jako udzial procentowy w probce.

Powtarzalnos¢

Roznica pomigdzy wynikami dwoch rownolegtych oznaczen wykona-

nych dla tej samej probki nie moze przekraczac:

— 10 % warto$ci wzglednej, dla zawarto$ci amoniaku ponizej 1,0 %,

— 0,1 % warto$ci bezwzglednej, dla zawartosci amoniaku rownej lub
wyzszej niz 1,0 %.

Objasnienia

Jezeli zawarto$¢ amoniaku w probce przekracza 0,6 %, rozcienczyé

filtrat.
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3.2

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

II. METODA DESTYLACYJNA
Cel i zakres stosowania metody

Metoda stuzy do oznaczania zawartosci lotnych zwigzkéw azotowych,
w przeliczeniu na amoniak, w maczkach rybnych niezawierajacych
mocznika. Metoda ma zastosowanie dla zawarto$ci amoniaku nizszej
niz 0,25 %.

Sposob przeprowadzenia metody

Probka jest ekstrahowana wodg, a uzyskany roztwor klarowany i filtro-
wany. Lotne zwiazki azotowe sg oddzielane w punkcie wrzenia poprzez
dodanie tlenku magnezu i zbierane w okreslonej ilosci kwasu siarko-
wego, ktorego nadmiar jest miareczkowany z uzyciem roztworu wodoro-
tlenku 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, roztwoér 0,3 % w alkoholu etylowym 95 %96 %
V/Iv).

Aparatura i sprzet

Mikser (tumbler): ok. 35-40 obr./min.
Aparat do destylacji typu Kjeldahla.

Sposob postepowania

Odwazy¢, z doktadnoscia do 1 mg, 10 g probki do kolby miarowej
o pojemno$ci 200 ml i doda¢ 100 ml wody. Miksowaé w mikserze
przez 30 minut. Doda¢ 50 ml roztworu kwasu trojchlorooctowego (3.1),
uzupelni¢ do pelnej objetosci kolby woda, energicznie wstrzasnac
i filtrowaé przez karbowany filtr.

Pobraé¢ takg ilos¢ klarownego filtratu, ktora odpowiada spodziewanej
zawarto$ci lotnych zwigzkow azotowych, co zwykle odpowiada objg-
tosci 100 ml. Rozcienczy¢ do 200 ml, doda¢ 2 g tlenku magnezu
(3.2) i kilka kropli emulsji zapobiegajacej spienieniu (3.3). Roztwor
musi wykazywac¢ alkalicznos¢ wobec papierka lakmusowego, w prze-
ciwnym razie dodaé¢ nieco tlenku magnezu (3.2). Postgpowaé zgodnie
z pkt 5.2 1 5.3 metody analitycznej dotyczacej oznaczania zawartoSci
biatka surowego (czg¢$¢ C niniejszego zalacznika).

Slepq probe przeprowadzié w ten sam sposob, lecz bez probki przezna-
czonej do analizy.

Obliczanie wynikow

1 ml H,SO4 o stgzeniu 0,05 mol/l odpowiada 1,7 mg amoniaku.
Wynik wyrazi¢ jako udzial procentowy w probce.

Powtarzalnos¢

Roéznica pomigdzy wynikami dwoch réownolegtych oznaczen, wykona-
nych dla tej samej probki, nie moze przekracza¢é 10 % warto$ci
wzglednej amoniaku.

F. OZNACZANIE AMINOKWASOW (Z WYJATKIEM TRYPTO-
FANU)

Cel i zakres stosowania metody

Metoda stuzy do oznaczania zawartosci wolnych (syntetycznych i natu-
ralnych) oraz catkowitych (zwigzanych i wolnych peptydéw) amino-
kwasow w paszach z uzyciem analizatora aminokwasow. Metoda ma
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2.2.

3.1

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

zastosowanie do nastgpujacych aminokwasow: cystyny (cysteiny),
metioniny, lizyny, treoniny, alaniny, argininy, kwasu asparaginowego,
kwasu glutaminowego, glicyny, histydyny, izoleucyny, leucyny, fenyloa-
laniny, proliny, seryny, tyrozyny i waliny.

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

Sposéb przeprowadzenia metody

Wolne aminokwasy

Wolne aminokwasy sa ekstrahowane rozcienczonym kwasem chlorowo-
dorowym. Wyekstrahowane jednoczesnie makroczasteczki zwigzkow
azotowych sa wytragcane kwasem sulfosalicylowym i usuwane przez
filtrowanie. Filtrowany roztwor jest dostosowany do pH 2,20. Amino-
kwasy sa oddzielane w drodze chromatografii jonowymiennej i ozna-
czane z zastosowaniem reakcji z ninhydryna, poprzez fotometryczng
detekcje przy 570 nm.

Aminokwasy catkowite

Wybér sposobu postgpowania zalezy od oznaczanych aminokwasow.
Cystyng (cysteing) i metioning przed hydroliza podda¢ utlenianiu, odpo-
wiednio do kwasu cysteinowego i sulfonu metioniny. Tyrozyna musi
by¢ oznaczana w hydrolizatach probek niepoddanych utlenieniu. Pozos-
tale aminokwasy wymienione w pkt 1 moga by¢ oznaczane w probce
utlenionej albo niepoddanej utlenianiu.

Utlenianie jest przeprowadzane w temperaturze 0 °C z uzyciem miesza-
niny kwasu nadmréwkowego i fenolu. Nadmiar odczynnika utleniaja-
cego jest rozktadany z uzyciem dwusiarczku sodu. Utleniona albo niepo-
ddana utlenianiu probka 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 reakcji z ninhydryna, przez fotometryczna
detekcje przy 570 nm (440 nm w przypadku proliny).

Odczynniki i roztwory

Nalezy stosowa¢ wod¢ podwodjnie destylowang lub podobnej jakosci
(przewodnos$¢ < 10 uS).

Nadtlenek wodoru, w (w/w) = 30 %.

Kwas mrowkowy, w (w/w) = 98-100 %.
Fenol.

Dwusiarczyn sodu.

Wodorotlenek sodu.

Kwas 5-sulfosalicylowy dwuhydrat.

Kwas chlorowodorowy, gestos¢ 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
wewnetrzny.
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3.16.

3.16.1.

3.16.2.

3.16.3.

3.20.

3.21.

3.22.

3.23.

3.24.

3.25.

3.26.

3.27.

Azot gazowy (< 10 ppm tlenu).
1-oktanol.
Aminokwasy.

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

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

Rozpusci¢ 300 g NaOH (3.5) w wodzie i uzupetni¢ kolbg do objetosei 1
1 woda.

Roztwor wodorotlenku sodu, ¢ = 1 mol/l:

Rozpusci¢ 40 g NaOH (3.5) w wodzie i uzupeinic¢ kolb¢ do objetosci 1 1
woda.

Roztwor kwasu mréwkowego i fenolu:

Zmiesza¢ 889 g kwasu mrowkowego (3.2) z 111 g wody i doda¢ 4,73 g
fenolu (3.3).

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

Doda¢ 1 g fenolu (3.3) do 492 ml HCI (3.7) i uzupeti¢ kolb¢ do
objetosci 1 1 woda.

Mieszanina ekstrakcyjna, ¢ = 0,1 mol HCl/I, zawierajaca 2 % tiodwug-
likolu: Pobra¢ 8,2 ml HCI (3.7), rozpusci¢ w okoto 900 ml wody, dodaé
20 ml tiodwuglikolu (3.9) i uzupeti¢ kolbe do objetosci 1 1 woda (nie
miesza¢ bezposrednio odczynnikow okreslonych w pkt 3.7 i 3.9.).

Kwas 5-sulfosalicylowy, = 6 %:

Rozpusci¢ 60 g kwasu 5-sulfosalicylowego (3.6) w wodzie i uzupehié
kolbe do objgtosci 1 1 woda.

Mieszanina utleniajagca (kwas nadmrowkowy — fenol):

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

Uwaga: Unika¢ kontaktu ze skora i nosi¢ odziez ochronna.
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 HCI (3.7) w okoto 800 ml wody. Dosto-
sowa¢ pH do 2,20. Uzupehi¢ do objetosci 1 1 wodg.

Bufor wymywajacy, przygotowany zgodnie z warunkami stosowanego
analizatora (4.9).

Odczynnik ninhydrynowy, przygotowany zgodnie z warunkami stoso-
wanego analizatora (4.9).

Wzorcowe roztwory aminokwaséw. Roztwory te nalezy przechowywaé
w temperaturze nizszej niz 5 °C.
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3.27.1.

3.27.2.

3.27.3.

3.274.

3.27.5.

4.2.

43.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

Podstawowy wzorcowy roztwor aminokwasow (3.16.1).
Kazdy o stgzeniu ¢ = 2,5 umol/ml, w kwasie chlorowodorowym.
Moga by¢ otrzymane w handlu.

Podstawowe wzorcowe roztwory kwasu cysteinowego i sulfonu metio-
niny, ¢ = 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 uzupeti¢ do pelnej objetosci kolby buforem cytry-
nianowym. Przechowywaé w temperaturze nizszej niz 5 °C nie dluzej
niz przez 12 miesigcy. Roztworu nie stosuje si¢, jezeli podstawowy
wzorcowy roztwor (3.27.1) zawiera kwas cysteinowy i sulfon metioniny.

Podstawowy wzorcowy roztwor wzorca wewngetrznego, proponuje si¢
zastosowac norleucyng, ¢ = 20 umol/ml.

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

Kalibracyjny roztwor 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 aminokwasow
(3.27.1), 4,0 ml podstawowego roztworu wzorcowego kwasu cysteino-
wego i sulfonu metioniny (3.27.2) i, jezeli jest stosowany, 0,5 ml
podstawowego wzorcowego roztworu wzorca wewnetrznego (3.27.3).
Dostosowa¢ pH do 2,20 z uzyciem roztworu wodorotlenku sodu (3.18).

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

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

Zob. réwniez objasnienia pkt 9.1.

Kalibracyjny roztwdr wzorca aminokwaséw do stosowania z hydroliza-
tami przygotowanymi w sposob okreSlony 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 pominigciem chlorku sodu.

Przechowywa¢ w temperaturze nizszej niz 5 °C nie dluzej niz przez 3
miesigce.

Aparatura i sprzet

Kolba okragtodenna o pojemnosci 100 lub 250 ml z chtodnicg 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 mozliwoscia regulacji temperatury
z dokladno$cig wigkszg niz + 2 °C.

Pehametr (doktadno$¢ do trzech miejsc po przecinku).
Filtr membranowy (0,22 pum).

Wiréwka.

Obrotowa wyparka prézniowa.

Mechaniczna wytrzasarka lub mieszadlo magnetyczne.
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4.9.

5.2.

5.3.
5.3.1.

Analizator aminokwasow lub wyposazenie do HPLC z kolumng jono-
wymienng, przystawka do ninhydryny, postkolumnowa derywatyzacja
i detektorem fotometrycznym.

Kolumna jest wypelniona sulfonowana Zywica polistyrenowa majaca
zdolno$¢ rozdzialu aminokwasow od siebie i od innych skladnikow
reagujacych z ninhydryna. Przeptyw buforu i ninhydryny jest przepro-
wadzany przez pompy o stabilnosci przeptywu 0,5 % w czasie testo-
wania kalibracyjnych roztworow, jak i analizy probek.

W niektorych analizatorach aminokwaséw moga by¢ stosowane metody
hydrolizy, w ktérych hydrolizat zawiera stgzenie sodu ¢ = 0,8 mol/l
i calg pozostatos¢ kwasu mrowkowego z etapu utleniania. Inne analiza-
tory nie dajg zadowalajacego rozdziatu niektorych aminokwasow, jezeli
hydrolizat zawiera nadmiar kwasu mréwkowego lub wysokie stgzenie
jonéw sodowych. W tym przypadku objetos¢ kwasu jest zmniejszana
przez odparowanie do objgtosci okoto 5 ml, ktore wykonuje si¢ po
hydrolizie i przed dostosowaniem pH. Odparowywanie nalezy prowadzié
w warunkach prézni w temperaturze nie wyzszej niz 40 °C.

Sposéb postepowania
Przygotowanie probki

Rozdrobni¢ probke, tak aby przesiewata si¢ przez oczka sita o $rednicy
0,5 mm. Probki o duzej zawartodci wilgotnosci przed rozdrobnieniem
nalezy wysuszy¢ albo suchym powietrzem o temperaturze nieprzekra-
czajacej 50 °C, albo przez zamrozenie. Probki o wysokiej zawarto$ci
thuszczu przed rozdrobnieniem nalezy poddaé ekstrakcji eterem
naftowym (3.12).

Oznaczanie wolnych aminokwasow w paszach i premiksach

Odwazy¢, z doktadnoscig do 0,2 mg, odpowiednig ilos¢ (1-5 g) probki
przygotowanej w sposob okreslony w pkt 5.1 do kolby stozkowej
i doda¢ 100 ml mieszaniny ekstrakcyjnej (3.21). Wstrzasa¢ mieszaning
przez 60 minut, uzywajac mechanicznej wytrzgsarki lub mieszadta
magnetycznego (4.8). Odstawi¢ do sedymentacji osadu i pobra¢ pipeta
10 ml supernatantu roztworu do zlewki o objetosci 100 ml.

Dodaé, mieszajac, 5,0 ml roztworu kwasu sulfosalicylowego (3.22)
i kontynuowa¢ mieszanie z uzyciem mieszadta magnetycznego przez 5
minut. Przefiltrowa¢ lub odwirowaé supernatant w celu usunigcia osadu.
Umiesci¢ 10,0 ml otrzymanego roztworu w zlewce o objetosci 100 ml,
dostosowac¢ 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 uzupetni¢ roztworem buforu
cytrynianowego do petnej objetosci tej kolby (3.24).

Jezeli jest stosowany wzorzec wewnetrzny, dodaé¢ 1,00 ml podstawo-
wego wzorcowego roztworu wzorca wewngtrznego (3.27.3) na kazde
100 ml koncowego roztworu i uzupetni¢ roztworem buforu cytryniano-
wego (3.24) do pelnej objetosci kolby.

Przeprowadzi¢ rozdzial chromatograficzny w sposob okreslony w pkt
5.4.

Jezeli ekstrakty nie beda oznaczane tego samego dnia, nalezy przecho-
wywaé je w temperaturze nizszej niz 5 °C.

Oznaczanie catkowitej zawartosci aminokwasow

Utlenianie

Odwazy¢, z doktadnoscia do 0,2 mg, od 0,1 do 1 g probki przygoto-
wanej w sposob okreslony w pkt 5.1 do:

— kolby okraglodennej o pojemnosci 100 ml (4.1) do hydrolizy
otwartej (5.3.2.3), lub
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53.2.
53.2.1.

53.22.

5.3.2.3.

5.3.2.4.

— kolby okragtodennej 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 hydro-
lizy zamknigtej (5.3.2.4).

Odwazona probka musi zawiera¢ okoto 10 mg azotu, a poziom wilgot-
nosci nie moze przekracza¢ 100 mg.

Umiesci¢ kolbe lub butelk¢ w lodowej tazni wodnej i ozigbi¢ do tempe-
ratury 0 °C, doda¢ 5 ml mieszaniny utleniajacej (3.23) i zamieszac,
uzywajac szklanej bagietki z wygietym koncem. Uszczelni¢ kolbe/
butelk¢ wraz z bagietka, stosujagc hermetyczny film, umiesci¢ wraz
z lodowa taznig wodng w lodéwce o temperaturze 0 °C i pozostawi¢
na 16 godzin. Po 16 godzinach wyja¢ z lodéwki i roztozy¢é nadmiar
odczynnika utleniajacego przez dodanie 0,84 g dwusiarczynu sodu (3.4).

Nastepnie postepowaé w sposob okreslony w pkt 5.3.2.1.

Hydroliza
Hydroliza probek utlenionych

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

W zalezno$ci od sposobu przeprowadzonej hydrolizy postgpowaé
w sposob okreslony w pkt 5.3.2.3 lub 5.3.2.4.

Hydroliza probek nieutlenionych

Odwazy¢, z doktadnoscia do 0,2 mg, od 0,1 do 1 g probki przygoto-
wanej w sposob okreslony w pkt 5.1 do kolby okragtodennej o pojem-
nosci 100 lub 250 ml (4.1) lub do butelki o pojemnosci 100 ml
z nakretka (4.2). Odwazona probka musi zawiera¢ okoto 10 mg azotu.
Ostroznie doda¢ 25 ml mieszaniny hydrolizujacej (3.20) i zmieszaé
z probka. Nastgpnie postgpowaé w sposob okreslony w pkt 5.3.2.3
lub 5.3.2.4.

Hydroliza otwarta

Do kolby z mieszaning, przygotowana w sposob okreslony w pkt 5.3.2.1
lub 5.3.2.2, doda¢ 3 szklane peretki i gotowaé, utrzymujac stan wrzenia
ze zwrotem skroplin przez 23 godziny. Po zakonczonej hydrolizie
przemy¢ chtodnicg¢ od dotu 5 ml buforu cytrynianowego (3.24). Odta-
czy¢ kolbe i schtodzi¢ w tazni lodowe;.

Nastgpnie postgpowaé w sposob okreslony w pkt 5.3.3.

Hydroliza zamkniegta

Umiesci¢ butelke zawierajaca mieszaning, przygotowang w sposob okre-
$lony w pkt 5.3.2.1 lub 5.3.2.2, w suszarce (4.3) w temperaturze 110 °C.
W czasie 1 godziny hydrolizy, aby unikna¢ gwaltownego wzrostu
ci$nienia w wyniku powstawania substancji gazowych i wybuchu, umie-
$ci¢ nakretke na naczyniu. Nie zamykaé naczynia korkiem. Po godzinie
dokreci¢ nakretke i pozostawi¢ w suszarce (4.3) przez 23 godziny. Po
zakonczeniu hydrolizy wyja¢ butelke¢ z suszarki, ostroznie odkrecié
nakretke 1 umiesci¢ butelke w lodowej tazni wodnej. Pozostawi¢ do
schtodzenia.

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

Nastgpnie postepowaé w sposob okreslony w pkt 5.3.3.
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53.3.1.

5.33.2.

5.4.

Dostosowanie pH

W zaleznosci od tolerancji analizatora aminokwaséw (4.9) na sod pH
dostosowuje si¢ w sposob okreslony w pkt 5.3.3.1 lub 5.3.3.2.

Dla systemow chromatograficznych (4.9) wymaga-
jgcych niskiego stezenia sodu

Wskazane jest zastosowanie podstawowego wzorcowego roztworu
wzorca wewngtrznego (3.27.3), gdy analizatory aminokwasow wyma-
gaja niskiego st¢zenia sodu, w przypadku gdy nalezy zredukowac objg-
to$¢ kwasu.

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

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

Stosujac obrotowa wyparke prozniowa (4.7) zmniejszy¢é w warunkach
prozni i w temperaturze 40 °C objeto$¢ do 5-10 ml. Jezeli objetosé
roztworu zostanie przypadkowo zredukowana ponizej 5 ml, hydrolizat
nalezy wyrzuci¢ i powtorzy¢ analize.

Dostosowa¢ pH do 2,20 z uzyciem roztworu wodorotlenku sodu (3.18)
i postgpowaé w sposob okre$lony w pkt 5.3.4.

Dla pozostatych analizatorow aminokwasow (4.9)

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

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

Roztwor probki do analizy chromatograficznej

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

Jezeli wczesniej nie dodawano wzorca wewngtrznego, doda¢ 2,00 ml
podstawowego wzorcowego roztworu wzorca wewngtrznego (3.27.3)
i uzupetni¢ buforem cytrynianowym (3.24) do pelnej objetosci kolby.
Doktadnie zmieszac.

Przej$¢ do analizy chromatograficznej (5.4).

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

Chromatografia

Przed analizg chromatograficzng doprowadzi¢ ekstrakt (5.2) lub hydro-
lizat (5.3.4) do temperatury pokojowej. Wstrzasna¢ mieszaning i przefil-
trowaé jej odpowiednia ilo§¢ przez filtr membranowy 0,22 um (4.5).
Otrzymany klarowny roztwoér jest poddawany chromatografii jonowy-
miennej przy wykorzystaniu analizatora aminokwasoéw (4.9).

Dozowanie wykonuje si¢ recznie lub automatycznie. Wazne jest, aby na
kolumng¢ nanie$¢ takie same ilosci roztworow z doktadnoscia + 0,5 %
zarowno w przypadku analizy wzorcow, jak i badanych probek, z wyjat-
kiem gdy jest stosowany wzorzec wewnetrzny, oraz aby stosunek sodu
do aminokwasu w roztworze badanej probki byt jak najbardziej zblizony
do tego w roztworze wzorcowym.
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Zasadniczo czgsto$¢ przeprowadzania kalibracji zalezy od stabilnosci
odczynnika ninhydrynowego i od systemu analitycznego. Wzorzec lub
probka sa wymywane buforem cytrynianowym (3.24), tak aby
powierzchnia piku wzorca odpowiadata od 30 do 200 % powierzchni
piku badanej probki aminokwasu.

Analiza chromatograficzna aminokwasow bedzie r6zni¢ si¢ nieznacznie
w zaleznosci od typu stosowanego analizatora i zywicy. Wybrany
system musi mie¢ zdolno$¢ oddzielenia od siebie aminokwasow oraz
od innych substancji dajacych z ninhydryng reakcje. W badanym
zakresie stosowany system chromatograficzny musi dawac liniowa odpo-
wiedZz na zmiany ilo$ci aminokwaséw dodawanych na kolumng.

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

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

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

Obliczanie wynikow

Powierzchnig¢ pikéw probki i wzorca mierzy si¢ dla kazdego pojedyn-
czego aminokwasu i obliczana jest zawartos¢ aminokwasu (X) w g/kg
probki.

_A><c><M><V

X=———-- "7 "
B xm x 1000

Jezeli jest stosowany wzorzec wewngtrzny, wyrazenie nalezy pomnozy¢

przez:

gdzie:
A = powierzchnia piku hydrolizatu lub ekstraktu
B = powierzchnia piku wzorcowego roztworu kalibracyjnego

C = powierzchnia piku wzorca wewngtrznego w hydrolizacie lub
ekstrakcie

D = powierzchnia piku wzorca wewngtrznego w roztworze wzorcowym

kalibracyjnym
M = masa czgsteczkowa oznaczanego aminokwasu
¢ = stezenie wzorca w pmol/ml

m = masa probki w g przeliczona na mas¢ oryginalnej probki w przy-
padku odtluszczania lub podsuszania

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

Cystyna i cysteina sa oznaczane jako kwas cysteinowy w hydrolizatach
utlenionej probki, ale sg obliczane jak cystyna (C¢H2N,04S,, M 240,30
g/mol), stosujagc M 120,15 g/mol (= 0,5 x 240,30 g/mol).

Metionina jest oznaczana jako sulfon metioniny w hydrolizatach utle-
nionej probki, ale jest obliczana jak metionina, stosujac M metioniny:
149,21 g/mol.
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Dodana wolna metionina jest oznaczana po ekstrakcji jako metionina,
przy czym dla obliczen stosowana jest taka sama warto$¢ M.

6.1. Ogodlng objetos¢ rozcienczonych ekstraktow (F) w przypadku oznaczania
zawartosci wolnych aminokwasow (5.2) obliczy¢ wedlug nastgpujacego
wzoru:

p_ 100mlx (10ml+5m) Vv

X
10 ml 10

V = objetos¢ koncowego

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 wynikow odbiegajacych, srednie wyniki i odchylenia
standardowe sa przedstawione w tabelach zawartych w niniejszym
punkcie:

Srednie wielkosci w g/kg

Aminokwas
Materiat badany C /
Treonina ystyna Metionina Lizyna
cysteina
Mieszanka 6,94 3,01 3,27 9,55
paszowa dla n=15 n=17 n=17 n=13
Swin
Mieszanka 9,31 3,92 5,08 13,93
paszowa dla n=16 n=18 n=18 n=16
brojlerow
Koncentrat bial- 22,32 5,06 12,01 47,74
kowy n=16 n=17 n=17 n=15
Premiks 58,42 — 90,21 98,03
n=16 n=16 n=16

n = liczba uczestniczacych laboratoriow.

7.1. Powtarzalnosé

Powtarzalno$¢ wyrazona jako ,,odchylenie standardowe wewnatrz labo-
ratorium” omawianego powyzej porownawczego badania jest przedsta-
wiona w ponizszych tabelach:

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

Aminokwas
Materiat badany C /
Treonina ystypa Metionina Lizyna
cysteina
Mieszanka 0,13 0,10 0,11 0,26
paszowa dla n=17 n=17 n=13
Swin n=15
Mieszanka 0,20 0,11 0,16 0,28
paszowa dla n=16 n=18 n =18 n=16
brojlerow
Koncentrat bial- 0,48 0,13 0,27 0,99
kowy n=16 n=17 n=17 n=15
Premiks 1,30 — 2,19 2,06
n=16 n=16 n=16

n = liczba uczestniczacych laboratoriow.
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Wspélezynnik zmiennosci (%) dla odchylenia standardowego
wewnatrz laboratorium (S,)

Aminokwas
Materiat badany c /
Treonina ystyna Metionina Lizyna
cysteina
Mieszanka 1,9 3,3 3,4 2,8
paszowa dla n=17 n=17 n=13
Swin n=15
Mieszanka 2,1 2,8 3,1 2,1
paszowa dla n=16 n=18 n =18 n=16
brojleréw
Koncentrat bial- 2,7 2,6 2,2 2,4
kowy n=16 n=17 n=17 n=15
Premiks 2,2 — 2,4 2,1
n=16 n=16 n=16

n = liczba uczestniczacych laboratoriow.

7.2. Odtwarzalnosé

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

Odchylenie standardowe miedzy laboratoriami (Sg) w g/kg

Aminokwas
Materiat badany ;
Treonina Cystyp & Metionina Lizyna
cysteina
Mieszanka 0,28 0,30 0,23 0,30
paszowa dla n=17 n=17 n=13
Swin n=15
Mieszanka 0,48 0,34 0,55 0,75
paszowa dla n=16 n=18 n= 18 n=16
brojlerow
Koncentrat biat- 0,85 0,62 1,57 1,24
kowy n=16 n=17 n=17 n=15
Premiks 2,49 — 6,20 6,62
n=16 n=16 n=16

n = liczba uczestniczacych laboratoriow.

Wspoélcezynnik zmiennosci (%) dla odchylenia standardowego miedzy
laboratoriami (Sg)

Aminokwas
Materiat badany c /
Treonina ystyna Metionina Lizyna
cysteina
Mieszanka 4,1 9,9 7,0 3,2
paszowa dla n=17 n=17 n=13
Swin n=15
Mieszanka 52 8,8 10,9 54
paszowa dla n=16 n=18 n= 18 n=16
brojleréw
Koncentrat biat- 3,8 12,3 13,0 3,0
kowy n=16 n=17 n=17 n=15
Premiks 43 — 6,9 6,7
n=16 n=16 n=16

n = liczba uczestniczacych laboratoriow.
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9.2.

9.3.

3.2

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

Stosowanie materialow odwolawczych

Prawidtowe stosowanie metody nalezy weryfikowac przez wykonywanie
powtarzalnych oznaczef certyfikowanych materiatbw odwotawczych,
jezeli takie sa dostepne. Zalecana jest takze kalibracja z zastosowaniem
certyfikowanych kalibracyjnych roztworéw aminokwasow.

Objasnienia

Z powodu rdéznic pomigdzy analizatorami aminokwasow koncowe
stezenia kalibracyjnych roztworéw aminokwaséw wzorcowych (zob.
3.27.4 i 3.27.5) oraz hydrolizatu (zob. 5.3.4) nalezy traktowac jako
przyktadowe.

Zakres liniowej odpowiedzi aparatu nalezy sprawdzi¢ dla wszystkich
aminokwasow.

Roztwér wzorcowy jest rozcienczany buforem cytrynianowym, tak aby
otrzyma¢ powierzchni¢ piku o $rednim zasiggu.

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

Przy stosowaniu tej metody do pasz zawierajacych wigcej niz 1 %
chlorkow (koncentraty, mieszanki mineralne, mieszanki paszowe uzupet-
niajace) wyniki oznaczania metioniny moga by¢ zanizone i nalezy
stosowaé specjalne postgpowanie.

G. OZNACZANIE TRYPTOFANU
Cel i zakres stosowania metody

Metoda stuzy do oznaczania zawartosci catkowitego i wolnego trypto-
fanu w paszach. Metoda nie wyrdznia form D i L.

Sposéb przeprowadzenia metody

W celu oznaczenia calkowitego tryptofanu probka jest hydrolizowana
w $rodowisku zasadowym z uzyciem nasyconego roztworu wodoro-
tlenku baru i ogrzewana do 110 °C przez 20 godzin. Po hydrolizie
dodawany jest wzorzec wewnetrzny.

W celu oznaczenia wolnego tryptofanu probka jest ekstrahowana
w warunkach lekko kwasnych w obecno$ci wzorca wewngtrznego.

Tryptofan i wzorzec wewnetrzny w hydrolizacie lub w ekstrakcie jest
oznaczony metoda HPLC z detekcjg fluorescencyjna.

Odczynniki i roztwory

Nalezy stosowaé¢ wod¢ podwojnie destylowang lub o poréwnywalnej
jakosci (przewodnictwo < 10 pS/cm).

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

Substancja wzorcowa wewnetrzna: o-metylo-tryptofan (czysto$¢/zawar-
to$¢ > 99 %) suszony w prézni nad pigciotlenkiem fosforu.

Wodorotlenek baru, oktahydrat (nalezy uwazac, aby nie wystawiaé
Ba(OH), °* 8H,O na nadmierne dzialanie powietrza, aby uniknaé
tworzenia si¢ BaCOj3, ktory moglby utrudniaé oznaczenie) (zob. objas-
nienia 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.
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3.14.

3.20.

3.21.

3.22.

4.2.

4.3.

44,

Roztwor wodorotlenku sodu, ¢ = 1 mol/l:

Rozpusci¢ 40,0 g NaOH (3.5) w wodzie i uzupetni¢ do objetosci 1 1
woda (3.1).

Kwas chlorowodorowy, ¢ = 6 mol/l:

Odmierzy¢ 492 ml HCI (3.7) i uzupeli¢ do objetosci 1 1 woda.
Kwas chlorowodorowy, ¢ = 1 mol/l:

Odmierzy¢ 82 ml HCI (3.7) i uzupetni¢ do objgtosci 1 1 woda.

Kwas chlorowodorowy, ¢ = 0,1 mol/l:

Odmierzy¢ 8,2 ml HCI (3.7) i uzupehi¢ do objgtosci 1 1 woda.
Kwas ortofosforowy, ¢ = 0,5 mol/l:

Odmierzy¢ 34 ml kwasu ortofosforowego (3.6) i uzupeti¢ do objetosci
11 woda (3.1).

Stezony roztwor 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 uzupetni¢ do pelnej objetosci
kolby kwasem chlorowodorowym (3.13). Przechowywa¢ w temperaturze
- 18 °C nie dluzej niz przez 4 tygodnie.

Stezony roztwor wzorca wewngetrznego, ¢ = 2,50 umol/ml:

W kolbie miarowej o pojemnosci 500 ml rozpusci¢ 0,2728 g a-metylo-
tryptofanu (3.3) w kwasie chlorowodorowym (3.13) i uzupehli¢ do
petnej objetosci kolby kwasem chlorowodorowym (3.13). Przecho-
wywa¢ w temperaturze - 18 °C nie dluzej niz przez 4 tygodnie.
Kalibracyjny roztwor wzorcowy tryptofanu i wzorca wewnetrznego:
Odmierzy¢ 2,00 ml stezonego roztworu tryptofanu (3.15) i 2,00 ml
stezonego roztworu wzorca wewnetrznego (o-metylo-tryptofanu) (3.16).
Rozcienczy¢ woda (3.1) i metanolem (3.8) w przyblizeniu do tej samej
objetosci i tego samego stezenia metanolu (10-30 %) jak w koncowym
hydrolizacie.

Roztwor nalezy przygotowa¢ bezposrednio przed uzyciem.

Chroni¢ przed bezposrednim dzialaniem $wiatta podczas przygotowy-
wania.

Kwas octowy.
1,1,1-trichloro-2-metylo-2-propanol.
Etanoloamina w (w/w) > 98 %.

Roztwor 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). Dostosowaé¢ pH do 5,00, stosujac
etanoloaming (3.20). Uzupehi¢ do objetosci 1 000 ml woda (3.1).

Aparatura i sprzet

Wyposazenie HPLC z detektorem spektrofluorometrycznym.

Kolumna do chromatografii cieczowej, 125 mm x 4 mm, C,g, wypel-
nienie 3 pm lub réwnowazne.

Pehametr.

Kolba propylenowa o pojemno$ci 125 ml, z szerokg szyjka i nakretka.
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4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

5.2.

5.3.

Filtr membranowy, 0,45 pm.

Autoklaw, 110 (£ 2) °C, 1,4 (+ 0,1) bar.
Wstrzasarka mechaniczna lub mieszadto magnetyczne.
Mieszadlo Vortex.

Sposob postepowania
Przygotowanie probek

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

Oznaczanie wolnego tryptofanu (ekstrakt)

Odwazy¢, z dokladnoscia do 1 mg, odpowiednig ilos¢ (1-5 g) probki
przygotowanej w sposob okreslony w 5.1 do kolby stozkowej. Doda¢
100,0 ml kwasu chlorowodorowego (3.13) i 5,00 ml st¢zonego roztworu
wzorca wewngtrznego (3.16). Wstrzasa¢ lub miesza¢ przez 60 minut
z uzyciem wstrzasarki mechanicznej lub mieszadta magnetycznego (4.7).
Pozostawi¢ do oddzielenia si¢ osadu i przenies¢ pipeta 10,0 ml super-
natantu roztworu do zlewki. Doda¢ 5 ml kwasu ortofosforowego (3.14).
Dostosowa¢ pH do 3 z uzyciem roztworu wodorotlenku sodu (3.10).
Doda¢ odpowiednia ilos¢ metanolu (3.8), aby uzyskac st¢zenie od 10
do 30 % metanolu w koncowej objgtosci. Przenies¢ do kolby miarowej
o odpowiedniej pojemnosci i rozcienczy¢ woda do objgtosci wlasciwej
dla chromatografii (objeto§¢ zblizona do objgtosci kalibracyjnego
roztworu wzorcowego (3.17)).

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

Roztwor wzorcowy i ekstrakty chroni¢ przed bezposrednim dziataniem
Swiatla slonecznego. Jezeli jest niemozliwe dokonanie analizy
ekstraktow tego samego dnia, ekstrakty mozna przechowywaé w tempe-
raturze 5 °C nie dluzej niz przez 3 dni.

Oznaczanie catkowitego tryptofanu (hydrolizat)

Odwazy¢, z doktadnoscia do 0,2 mg, od 0,1 do 1 g probki przygoto-
wanej w sposob okreslony w pkt 5.1 do kolby propylenowej (4.4).
Odwazona probka musi zawiera¢ okoto 10 mg azotu. Doda¢ 8,4 g okta-
hydratu wodorotlenku baru (3.4) i 10 ml wody. Miesza¢ z uzyciem
mieszadta Vortex (4.8) lub mieszadla magnetycznego (4.7). Pozostawié¢
ostonigty teflonem magnes w mieszaninie. Sptukaé $ciany naczynia
z uzyciem 4 ml wody. Natozy¢ nakretke i zamkngé luzno naczynie.
Przenies¢ kolbe do autoklawu (4.6) z wrzacg wodg i parg i utrzymywac
ja w czasie od 30 do 60 minut. Zamkng¢ autoklaw i autoklawowaé
w temperaturze 110 °C ( 2) °C przez 20 godzin.

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

Nastgpnie doda¢ 5 ml kwasu ortofosforowego (3.14). Utrzymujac
naczynie w zimnej tazni, zoboj¢tni¢ z uzyciem HCI (3.11), mieszajac,
i dostosowaé pH do 3,0 z HCI (3.12). Doda¢ ilo$¢ metanolu konieczng
do uzyskania stezenia od 10 do 30 % metanolu w koncowej objgtosci.
Przenies¢ do kolby miarowej o odpowiedniej pojemnosci i rozcienczyé
woda do objetosci, koniecznej dla chromatografii (np. 100 ml). Dodanie
metanolu nie moze powodowa¢ wytracania.
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5.4.

Przefiltrowac kilka ml roztworu przez filtr membranowy 0,45 pum (4.5)
przed dozowaniem na kolumng¢ HPLC. Przeprowadzi¢ chromatografi¢
w sposob okreslony w 5.4.

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

Oznaczanie HPLC

Ponizsze parametry izokratycznej elucji sa przyktadowe. Dopuszczalne
jest zastosowanie innych parametréw gwarantujacych uzyskanie roéwno-
waznych wynikéw (zob. objasnienia 9.1 i 9.2):

Kolumna do chromatografii 125 mm x 4 mm, C,g, wypetnienie 3 pm

cieczowej (4.2): lub réwnowazne
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).
Dostosowa¢ pH do 5,00 z uzyciem etano-
loaminy (3.20). Uzupeti¢ do objetosci 1 1
woda (3.1)

Predkos¢ przeplywu: 1 ml/min

Catkowity czas analizy okolo 34 minuty
chromatograficznej:

Dlugos¢ fali przy detekcji: ~ wzbudzenie: 280 nm, emisja: 356 nm.
Dozowana objetosc: 20 pl

Obliczanie wynikow

Zawartos¢ tryptofanu (X) w g na 100 g probki obliczana jest wedhug
ponizszego wzoru:

_AXBxVyxexVy; xM
T CxDxV;x 10000 x m

A = powierzchnia piku wzorca wewnetrznego, kalibracyjny roztwor
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) doda-
nego do roztworu kalibracyjnego (3.17)

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

V, = obje¢tos¢ w ml stezonego roztworu wzorca wewngtrznego (3.16)
dodanego przy ekstrakcji (5.2) (= 5,00 ml) lub do hydrolizatu
(5.3) (= 2,00 ml)

C = powierzchnia piku wzorca wewngtrznego, ekstraktu (5.2) Iub
hydrolizatu (5.3)

D = powierzchnia piku tryptofanu, kalibracyjnego roztworu wzorco-
wego (3.17)

V3 = objetos¢ w ml (= 2,00 ml) stgzonego roztworu wzorca wewngtrz-
nego (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$¢

Roéznica pomiedzy wynikami dwoch rownoleglych oznaczen wykona-
nych dla tej samej probki nie moze przekracza¢ 10 % wzgledem najwyz-
szego wyniku.
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Wyniki badan poréwnawczych

We Wspolnocie Europejskiej przeprowadzono badania poréwnawcze
(czwarte poréwnanie wynikow roznych laboratoridow), w ktorych trzy
probki byly analizowane przez maksymalnie 12 laboratoriow w celu
sprawdzenia metody hydrolizy. Na kazdej probce powtdrzono analizy
pieciokrotnie. Ich wyniki sg przedstawione w ponizszej tabeli:

Probka 2 Probka 3
Probka 1Pasza dla| Pasza dla $§win Kro at "
$win uzupetniona onceéll -
L-tryptofanem | P2s20WY dla $wit
L 12 12 12
n 50 55 50
Srednia [g/kg] 2,42 3,40 4,22
s, [g/kg] 0,05 0,05 0,08
r [g/kg] 0,14 0,14 0,22
CV | [%] 1,9 1,6 1,9
Sk [g/kg] 0,15 0,20 0,09
R [g/kg] 0,42 0,56 0,25
CVy [%] 6,3 6,0 2,2
L = liczba laboratoriow
n = liczba pojedynczych zachowanych wynikow eliminujacych

wartosci oddalone (wedlug Cochrana, proba wartosci oddalo-
nych Dixona)

S = odchylenie standardowe powtarzalnosci

Sr = odchylenie standardowe odtwarzalnos$ci

= powtarzalno$¢ wynikow

= odtwarzalno$¢ wynikow

CV, = wspolezynnik zmiennosci powtarzalnosci, w %

CVgr = wspolczynnik zmiennosci odtwarzalno$ci, w %

=
[

W innym badaniu poréwnawczym przeprowadzonym we Wspdlnocie
Europejskiej (trzecie porownanie wynikow roznych laboratoriow) dwie
probki byly analizowane przez maksymalnie 13 laboratoriow w celu
sprawdzenia metody ekstrakcji wolnego tryptofanu. Na kazdej probece
powtdrzono analizy pigciokrotnie. Ich wyniki sg przedstawione w poniz-
szej tabeli:

Probka 5
Probka 4 Mieszanka pszenicy i soi
Mieszanka pszenicy i soi | (= probka 4) z dodatkiem
tryptofanu (0,457 g/kg)
L 12 12
n 55 60
Srednia [g/kg] 0,391 0,931
s, [g/kg] 0,005 0,012
r [g/kg] 0,014 0,034
CV,; [%] 1,34 1,34
Sk [g/kg] 0,018 0,048
R [g/kg] 0,050 0,134
CVg [%] 4,71 5,11
L = liczba laboratoriow
n = liczba pojedynczych zachowanych wynikéw eliminujacych

warto$ci oddalone (wedlug Cochrana, proba wartosci oddalo-
nych Dixona)
s, = odchylenie standardowe powtarzalno$ci

Sr = odchylenie standardowe odtwarzalnosci
r = powtarzalno$¢ wynikow
R = odtwarzalno$¢ wynikow

CV, = wspotczynnik zmiennosci powtarzalnosci, w %
CVyr = wspodlczynnik zmienno$ci odtwarzalnosci, w %
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9.2.

W kolejnym badaniu poréwnawczym przeprowadzonym we Wspdlnocie
Europejskiej cztery probki byly analizowane przez maksymalnie 7 labo-
ratoriow w celu sprawdzenia metody hydrolizy tryptofanu. Na kazdej
probce powtorzono analizy pigciokrotnie. Ich wyniki sg przedstawione
W ponizszej tabeli.

Probka 1 Probka 2 Probka 3 Probka 4
Mieszanka Niskottusz- robka Odtluszczone
Maczka
paszowa dla czowa : mleko
$win maczka rybna C:)]i/([mﬁQ w proszku
(CRM 117) | (CRM 118) | ¢ ) | (CRM 120)
L 7 7 7 7
n 25 30 30 30
Srednia [g/kg] 2,064 8,801 6,882 5,236
s, [g/kg] 0,021 0,101 0,089 0,040
r [g/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
CVg [%] 1,48 4,69 4,11 4,22
L = liczba laboratoriow
n = liczba pojedynczych zachowanych wynikéw eliminujgcych

wartosci oddalone (wedlug Cochrana, proba wartosci oddalo-
nych Dixona)

S = odchylenie standardowe powtarzalnosci
Sk = odchylenie standardowe odtwarzalnosci
r = powtarzalno$¢ wynikow
R = odtwarzalno$¢ wynikoéw

CV, = wspodlczynnik zmienno$ci powtarzalnosci, w %
CVgr = wspolczynnik zmiennosci odtwarzalnosci, w %

Objasnienia
Lepszy rozdziat tryptofanu i a-metylo-tryptofanu moze nastapi¢ przy

uwzglednieniu nastgpujacych parametrow.

Izokratyczna elucja po gradientowym czyszczeniu kolumny:

Kolumna do chromato- 125 mm x 4 mm, Cg, wypelienie 5 um

grafii cieczowe;j: lub réwnowazne

Temperatura kolumny: 32 °C

Faza ruchoma: A: 0,01 mol/l KH,PO4/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¢ przeptywu: 1,2 ml/min

Catkowity czas analizy okolo 33 minuty
chromatograficznej:

Analiza chromatograficzna bedzie si¢ zmienia¢ w zaleznosci od typu HPLC
i materiatu uzytego do wypetnienia kolumny. Wybrany system musi umoz-
liwi¢ uzyskanie oddzielajacej linii bazowej pomigdzy tryptofanem i wzo-
rcem wewnetrznym. Ponadto wazne jest, aby produkty degradacji
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9.3.

1.1.

1.2.

1.3.

2.2.

zostaty dobrze oddzielone od tryptofanu i wzorca wewngtrznego. Hydroli-
zaty bez wzorca wewnetrznego nalezy poddac analizie w celu sprawdzenia
linii bazowe] stosownie do wzorca wewngtrznego wzglgdem zanieczysz-
czen. Wazne jest, aby czas analizy byt wystarczajaco dlugi dla elucji wszyst-
kich produktow degradacji, w przeciwnym razie ostatnie eluujace piki na
chromatogramie moga zakltoca¢ kolejna analizg.

W zakresie badanych stezen uklad chromatograficzny musi zapewniaé
liniowa odpowiedz. Liniowa odpowiedz nalezy mierzy¢ przy stalym
(normalnym) st¢zeniu wzorca wewngtrznego i zmieniajacych si¢ stgze-
niach tryptofanu. Wazne jest, aby wielko$¢ pikow tryptofanu i wzorca
wewngetrznego zawierala si¢ w linlowym zakresie uktadu HPLC
z detekcjg fluorescencyjng. Jezeli piki tryptofanu lub wzorca wewngtrz-
nego sg zbyt mate lub zbyt duze, analize nalezy powtorzy¢ przy zmie-
nionej wielkosci probki lub jej objetosci koncowe;.

Wodorotlenek baru

Fakt, ze wodorotlenek baru z czasem jest coraz trudniejszy do rozpusz-
czenia, wptywa na nieklarownos$¢ roztworu do oznaczania HPLC, ktora
moze by¢ przyczyng zanizania wynikOw oznaczania tryptofanu.

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

Metoda stuzy do oznaczania zawartosci surowych olejow 1 tluszczow
w paszach. Nie stosuje si¢ jej do analizy nasion i owocow roslin
oleistych.

Zastosowanie dwoch sposobow postgpowania opisanych ponizej zalezy
od rodzaju i sktadu paszy oraz celu prowadzenia analizy.

Postegpowanie A — Bezposrednio ekstrahowane oleje i tuszcze

Postepowanie ma zastosowanie do materiatbw paszowych pochodzenia
ro$linnego, z wyjatkiem tych, ktore zostaly objete zakresem postepo-
wania B.

Postgpowanie B — Catkowite surowe oleje i Huszcze

Postgpowanie ma zastosowanie do materialéw paszowych pochodzenia
zwierzgeego 1 wszystkich mieszanek paszowych. Jest stosowane do
wszystkich materiatow, z ktorych oleje i tluszcze nie moga by¢ w calosci
wyekstrahowane bez uprzedniej hydrolizy (np. gluten, drozdze, biatka
ziemniaczane i produkty przetworzone np. poprzez ekstruzjg, ptatko-
wanie i ogrzewanie).

Interpretacja wynikow

We wszystkich przypadkach, w ktorych wynik otrzymany przy zastoso-
waniu postgpowania B jest wyzszy od wyniku otrzymanego przy zasto-
sowaniu postgpowania A, wynik otrzymany przy zastosowaniu postepo-
wania B nalezy traktowaé jako rzeczywisty.

Sposéb przeprowadzenia metody
Postepowanie A

Probka jest poddawana ekstrakcji eterem naftowym. Roztwor jest odde-
stylowany, a pozostalo$¢ jest suszona i wazona.

Postepowanie B

Probka jest ogrzewana kwasem chlorowodorowym. Mieszanina jest
ozigbiana 1 filtrowana. Pozostalo$¢ jest przemywana i suszona,
a nastgpnie poddawana oznaczaniu przy zastosowaniu postepowania A.
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3.2

3.3.

3.4.

4.2.

43.

5.2

Odczynniki i roztwory

Eter naftowy o zakresie temperatur wrzenia od 40 do 60 °C. Warto$¢
bromowa musi by¢ nizsza niz 1, a pozostalo$§¢ 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 ekstrakcji. Jezeli aparat jest wyposazony w syfon (jak np.
aparat Soxhleta), predko$¢ skraplania musi wynosi¢ okoto 10 cykli na
godzing. Jezeli aparat nie ma syfonu, wowczas predkos¢ skraplania musi
wynosi¢ okoto 10 ml na minute.

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

Suszarka albo suszarka prozniowa, z mozliwo$cia ustawienia tempera-
tury suszenia na 75 + 3 °C, lub suszarka nawiewna z mozliwoscig
ustawienia temperatury na 100 + 3 °C.

Sposob postepowania
Postegpowanie A (zob. pkt 8.1)

Odwazy¢, z dokladnoscia do 1 mg, 5 g probki, przenies¢ do gilzy
ekstrakcyjnej (4.2) i przykry¢ beztluszczowym zwitkiem waty bawet-
nianej.

Umiesci¢ gilzg¢ w aparacie do ekstrakcji (4.1) i ekstrahowaé przez szesé¢
godzin eterem naftowym (3.1). Zebra¢ ekstrakt eterowy do suchej,
zwazonej kolby zawierajacej kawatki pumeksu ().

Oddestylowaé rozpuszczalnik. Suszy¢ pozostato$é, umieszczajac kolbe
w suszarce (4.3) na pottorej godziny. Schtodzi¢ w eksykatorze i zwazyc.
Suszy¢ ponownie przez 30 minut w celu zapewnienia stalej masy olejow
i thuszczé6w (ubytek masy migdzy dwoma kolejnymi wazeniami nie
moze przekracza¢ 1 mg).

Postepowanie 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¢é zlewke szkietkiem zegarkowym lub dopasowaé
kolbe stozkowa z chlodnica zwrotng. Doprowadzi¢ mieszaning do
spokojnego wrzenia w matym ptomieniu palnika lub na ptytce grzewczej
i utrzymywac wrzenie przez godzing. Nie dopuszcza¢ do osadzania si¢
produktu na $cianach naczynia.

Schtodzi¢ i doda¢ material wspomagajacy filtracje (3.4) w ilosci zapo-
biegajacej jakimkolwiek stratom oleju i tluszczu podczas filtracji. Prze-
filtrowa¢ przez zwilzony, bezttuszczowy podwojny filtr papierowy. Prze-
mywacé pozostato$¢ zimng woda do uzyskania obojetnego filtratu.
Sprawdzi¢, czy filtrat nie zawiera $ladow olejow lub tluszczow. Ich
obecno$¢ wskazuje na konieczno$¢ przeprowadzenia przed hydroliza
ekstrakcji eterem naftowym, przy zastosowaniu postgpowania A.

Umiesci¢ na szkietku zegarkowym podwojny filtr papierowy z pozostato-
Scig 1 suszy¢ przez 1,5 godziny w suszarce nawiewnej (4.3) w tempera-
turze 100 + 3 °C.

(") Jesli olej lub thuszez musi zosta¢ poddany pozniejszym probom badania jakosci, kawatki

pumeksu nalezy zastapi¢ paciorkami szklanymi.
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8.2.

8.3.

8.4.

8.5.

Umiesci¢ podwojny filtr papierowy zawierajacy sucha pozostato§é
w gilzie ekstrakcyjnej (4.2) 1 przykry¢ zwitkiem beztluszczowej waty
bawetianej. Umiesci¢ gilz¢ w aparacie do ekstrakcji (4.1) i postgpowac
w sposob okreslony w pkt 5.1, akapity drugi i trzeci.

Wyrazenie wynikéw

Mase pozostatosci wyrazi¢ jako procent wagowy probki.

Powtarzalno$¢

Roznica pomigdzy wynikami dwoch roéwnolegtych oznaczen wykona-
nych dla tej samej probki nie moze przekraczac:

— 0,2 % w wartosci bezwzglednej, dla zawarto$ci surowego oleju
i thuszczu nizszej niz 5 %,

— 4,0 % wzgledem najwyzszego wyniku, dla zawartosci oleju i thuszczu
od 5 do 10 %,

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

Objas$nienia

Dla produktéw o wysokiej zawartoSci olejow i tluszczow, ktore sa
trudne do rozdrobnienia lub osiagniecia homogennos$ci badanej probki,
postgpowacé w sposob podany ponizej.

Odwazy¢, z doktadnoscig do 1 mg, 20 g probki i zmiesza¢ z co najmniej
10 g bezwodnego siarczanu sodu (3.2). Ekstrahowaé eterem naftowym
(3.1) w sposob okreslony w pkt 5.1. Otrzymany ekstrakt uzupetni¢ do
objetosci 500 ml eterem naftowym (3.1) i zmiesza¢. Pobra¢ 50 ml
roztworu i przenies¢ do malej, suchej i zwazonej kolby zawierajacej
kawatki pumeksu. Oddestylowa¢ rozpuszczalnik, suszy¢ i postgpowac,
jak wskazano w pkt 5.1 akapit ostatni.

Usuna¢ rozpuszczalnik z pozostatosci po ekstrakcji w gilzie, rozdrobnié
pozostato$¢ na 1 mm czastki, ponownie umiesci¢ w gilzie (nie dodawac
siarczanu sodu) i postgpowac, jak wskazano w pkt 5.1 akapity drugi
i trzeci.

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

(10 m; + my) x 5

m; = masa w g pozostatosci po pierwszej ekstrakcji, podzielnej czgsci
ekstraktu
m, = masa w g pozostalosci po drugiej ekstrakcji

Dla produktéw o niskiej zawarto$ci olejow i tluszczow probke mozna
zwigkszy¢ do 5 g.

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

W przypadku postgpowania okreslonego w pkt 5.2 do przemywania
pozostatosci po filtracji skuteczniejsze moze by¢ uzycie wody goracej
zamiast zimne;j.

W przypadku niektorych pasz czas suszenia wynoszacy 1,5 godziny
moze by¢ przedtuzony. Nalezy jednak unika¢ nadmiernego suszenia,
gdyz moze to prowadzi¢ do zanizania wynikoéw. Mozna réwniez
stosowa¢ kuchenki mikrofalowe.
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3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

Jezeli zawartos¢ surowego oleju lub tluszczu jest wyzsza niz 15 %,
zaleca si¢ wstgpng ekstrakcje przed hydroliza, z zastosowaniem poste-
powania A, i powtorng ekstrakcje, z zastosowaniem postgpowania B.
Postgpowanie to zalezy od rodzaju paszy i oleju lub thuszczu w paszy.

I.  OZNACZANIE WELOKNA SUROWEGO
Cel i zakres stosowania metody

Metoda shuzy do oznaczania w paszach zawarto$ci nietluszczowych
substancji organicznych, ktore nie rozpuszczaja si¢ ani w Srodowisku
kwasnym, ani zasadowym i ktore zwyczajowo okresla si¢ mianem
wiokna surowego.

Sposob przeprowadzenia metody

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

Odczynniki i roztwory

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

Materiat 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.

Roztwor 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
wrzacg wodg przez pig¢ minut.

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

Cylinder o pojemnosci co najmniej 270 ml z chlodnica zwrotna, przy-
stosowany do gotowania.

Suszarka z termostatem.
Piec muflowy z termostatem.

Urzadzenie do ekstrakcji skiadajace si¢ z podstawki mocujacej tygiel
filtracyjny (4.2) i rurki odprowadzajacej z kranem, shuzacej do ujscia
cieczy i prozni.

Pierscienie taczace, stuzace do potaczenia urzadzenia grzewczego (4.1)
z tyglem filtracyjnym (4.2) i cylindrem (4.3) oraz do dotaczenia urza-
dzenia ekstrakcyjnego do ekstrakcji na zimno (4.6) i tygla.

Sposéb postepowania

Odwazy¢, z doktadnoscig do 1 mg, 1 g przygotowanej probki do tygla
(4.2) (zob. objasnienia 8.1, 8.2 i 8.3) i doda¢ 1 g materialu wspomaga-
jacego filtrowanie (3.3).
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Potaczy¢ urzadzenie grzewcze (4.1) z tyglem filtracyjnym (4.2),
a nastepnie dolaczy¢ cylinder (4.3) do tygla. Wla¢ 150 ml wrzacego
kwasu siarkowego (3.1) do cylindra potaczonego 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
doktadnie 30 minut.

Otworzy¢ kran rurki odprowadzajacej (4.1) i w warunkach prozni
filtrowa¢ kwas siarkowy przez tygiel filtracyjny i przemywac pozosta-
tos¢ trzykrotnie 30 ml porcjami wrzacej wody, upewniajac si¢, ze pozos-
tato§¢ przefiltrowano do sucha po kazdym przemyciu.

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

Po ostatnim przemyciu i wysuszeniu odlaczy¢ tygiel i jego zawartos$¢
i podtaczy¢ go do urzadzenia do zimnej ekstrakcji (4.6). W warunkach
prozni przemywac pozostato$¢ w tyglu trzema kolejnymi porcjami 25 ml
acetonu (3.4), upewniajac si¢, ze pozostato$¢ przefiltrowano do sucha po
kazdym przemyciu.

Wysuszy¢ tygiel do statej masy w suszarce o temperaturze 130 °C. Po
kazdym suszeniu schlodzi¢ w eksykatorze i niezwltocznie zwazy¢. Umie-
Sci¢ 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 schtodzi¢ w piecu,
a nastgpnie w eksykatorze.

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

Obliczanie wynikow

Procentows zawarto$¢ wtokna surowego w probee oblicza si¢ wedtug
nastepujacego wzoru:

(mo 7m1) x 100
m

X =

gdzie:

m = masa probki w g
my = ubytek masy po spopieleniu w trakcie oznaczania, w g
m; = ubytek masy po spopieleniu w trakcie $lepej proby, w g

Powtarzalnos$¢
Roznica pomigdzy wynikami dwoch rownolegtych oznaczen wykona-

nych dla tej samej probki nie moze przekraczac:

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

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

Objasnienia

Pasze zawierajace wigcej niz 10 % tluszczu surowego przed oznacza-
niem nalezy odthu$ci¢ eterem naftowym (3.5). Podlaczy¢ tygiel filtra-
cyjny (4.2) wraz z jego zawarto$cig do urzadzenia do zimnej ekstrakcji
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8.2.

8.3.

8.4.

8.5.

8.6.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

(4.6), zastosowaé prozni¢ i przemy¢ pozostatos$¢ trzykrotnie 30 ml
porcjami eteru naftowego, upewniajac si¢, ze pozostalo$¢ jest sucha.
Podtaczy¢ tygiel wraz z jego zawartoscia do urzadzenia grzewczego
(4.1) i postepowac w sposob okreslony w pkt 5.

Pasze zawierajace tluszcze, ktore nie moga by¢ bezposrednio ekstraho-
wane eterem naftowym (3.5), odthu$ci¢ w sposob okreslony w pkt 8.1
i ponownie odttusci¢ po gotowaniu z kwasem. Po gotowaniu z kwasem,
a nastgpnie przemyciu podiaczy¢ tygiel wraz z jego zawartoscig do
urzadzenia do zimnej ekstrakcji (4.6) i przemy¢ trzykrotnie 30 ml
porcjami acetonu, a nastepnie trzykrotnie 30 ml porcjami eteru nafto-
wego. Przefiltrowa¢ do sucha w warunkach prozni i postgpowaé
w sposob okre§lony w pkt 5, rozpoczynajac postepowanie z wodorotlen-
kiem potasu.

Jezeli pasze zawieraja wigcej niz 5 % weglandéw, wyrazonych jako
weglan wapnia, podiaczy¢ 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 pozostawié
probke na okoto minute przed filtrowaniem. Przemy¢é 30 ml wody
i postgpowac w sposob okreslony w pkt 5.

Jezeli uzywana jest aparatura stojaca (kilka tygli podiaczonych do
jednego urzadzenia grzewczego), nie nalezy wykonywaé dwoch poje-
dynczych 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 urza-
dzenia grzewczego i nastgpnie kontynuowac filtrowanie.

Temperatura spopielania nie moze by¢ wyzsza niz 500 °C, ze wzgledu
na wytrzymato$¢ szklanego tygla. Postgpowaé w taki sposob, aby
unikngé¢ szoku termicznego podczas ogrzewania i schtadzania.

J.  OZNACZANIE CUKROW

Cel i zakres stosowania metody

Metoda stuzy do oznaczania zawarto$ci cukréw redukujacych i catko-
witej zawarto$ci cukrow po inwersji, wyrazonych jako glukoza lub
w razie potrzeby jako sacharoza, z zastosowaniem wspotczynnika
0,95. Metodg stosuje si¢ do mieszanek paszowych. Dla innych pasz
stosuje si¢ specjalne metody. W razie potrzeby laktozg¢ nalezy mierzy¢
oddzielnie, uwzglgdniajac ja w obliczeniach.

Sposéb przeprowadzenia metody

Cukry ekstrahuje si¢ w rozcieczonym etanolu. Otrzymany roztwor
klaruje si¢ roztworami Carreza 1 i Carreza II. Po wyeliminowaniu
etanolu zawarto$¢ cukrow przed i po inwersji oznacza si¢ metoda
Luff-Schoorla.

Odczynniki i roztwory

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

Roztwor Carreza I: rozpu$ci¢ w wodzie 21,9 g octanu cynku, Zn
(CH53COO), 2H,0 i 3 g lodowatego kwasu octowego. Uzupetni¢ do
objetosci 100 ml woda.

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

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

Kwas chlorowodorowy, 0,1 mol/l.
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3.8.

3.8.1.

3.8.2.

3.8.3.

3.9.

5.2.

5.3.

Roztwor wodorotlenku sodu, 0,1 mol/L.
Odczynnik Luff-Schoorla:

Ostroznie mieszajac, dodaé¢ roztwor kwasu cytrynowego (3.8.2) do
roztworu weglanu sodu (3.8.3). Nastgpnie dodaé roztwor siarczanu
miedzi (3.8.1) i uzupeli¢ do objetosci 1 1 woda. Zostawi¢ na noc do
osadzenia i przefiltrowac.

Sprawdzi¢ normalno$¢ otrzymanego odczynnika (Cu 0,05 mol/l; Na,
COs5 1 mol/l). Zob. pkt 5.4, ostatni akapit. pH roztworu musi wynosi¢
okoto 9,4.

Roztwor siarczanu miedzi: rozpusci¢ 25 g siarczanu miedzi Cu SOy
5H,0, wolnego od zelaza, w 100 ml wody.

Roztwor kwasu cytrynowego: rozpusci¢ 50 g kwasu cytrynowego
C6H807'H20 w 50 ml WOdy

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

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

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

Kwas siarkowy, 3 mol/l.
30 % (w/v) roztwor jodku potasu.

Granulki pumeksu gotowane w kwasie chlorowodorowym, przemyte
woda i wysuszone.

3-metylobutan-I-ol.

Aparatura i sprzet

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

Sposéb postepowania
Ekstrakcja probki

Odwazy¢, z doktadnosciag do 1 mg, 2,5 g probki i umiesci¢ w kolbie
miarowej o pojemnosci 250 ml. Doda¢ 200 ml etanolu (3.1) i miesza¢
w mikserze przez godzing. Doda¢ 5 ml roztworu Carreza 1 (3.2)
i miesza¢ przez ok. 30 sekund. Doda¢ 5 ml roztworu Carreza II (3.3),
i ponownie miesza¢ przez minutg. Uzupetni¢ do pelnej objgtosci kolby
etanolem (3.1), homogenizowac i przefiltrowa¢. Pobra¢ 200 ml filtratu
i odparowa¢ do okoto potowy obje¢tosci w celu usunigcia wigkszosci
etanolu. Przenies¢ ilosciowo pozostatlos¢ po odparowaniu do kolby
miarowej o pojemnosci 200 ml z uzyciem cieptej wody, schlodzi¢,
uzupetni¢ do pelnej objgtosci kolby woda, homogenizowac i, jezeli to
konieczne, przefiltrowa¢. Roztwor ten bedzie uzyty do oznaczenia
zawarto$ci cukrow redukujacych i, po inwersji, catkowitej zawartosci
cukrow.

Oznaczanie cukrow redukujgcych

Uzywajac pipety, pobra¢ nie wigcej niz 25 ml roztworu zawierajacego
mniej niz 60 mg cukréw redukujacych wyrazonych jako glukoza. Jezeli
to konieczne, uzupetni¢ do objetosci 25 ml woda destylowang i oznaczy¢
zawarto$¢ cukrow redukujacych metodg Luff-Schoorla. Wynik wyrazié
jako procentowa zawarto$¢ glukozy w probcee.

Oznaczanie catkowitej zawartosci cukru po inwersji

Uzywajac pipety, pobra¢ 50 ml roztworu i przenies¢ go do kolby
miarowej o pojemnosci 100 ml. Doda¢ kilka kropli roztworu oranzu
metylowego (3.4), i nastepnie, ostroznie mieszajac, doda¢ kwas chloro-
wodorowy (3.5), az do zmiany barwy cieczy na czerwong. Doda¢ 15 ml
kwasu chlorowodorowego (3.6) i zanurzy¢ kolbe we wrzacej tazni
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5.4.

7.2.

wodnej na 30 minut. Szybko schlodzi¢ do temperatury okolo 20 °C
i doda¢ 15 ml roztworu wodorotlenku sodu (3.7). Uzupeti¢ kolbg do
objetosci 100 ml woda i homogenizowac. Pobra¢ nie wigeej niz 25 ml
roztworu zawierajacego mniej niz 60 mg cukrow redukujacych wyrazo-
nych jako glukoza. Jezeli to konieczne, uzupetni¢ do objgtosci 25 ml
woda destylowang i oznaczy¢ zawarto$§¢ cukrow redukujacych metoda
Luff-Schoorla. Wynik wyrazi¢ jako procentowa zawarto$¢ glukozy lub,
w stosownych przypadkach, sacharozy, mnozac przez wspotczynnik
0,95.

Miareczkowanie metodg Luff-Schoorla

Uzywajac pipety, pobra¢ 25 ml odczynnika Luff-Schoorla (3.8), prze-
nie$¢ go do kolby Erlenmeyera o pojemnosci 300 ml i doda¢ doktadnie
25 ml klarownego roztworu cukru. Doda¢ dwie granulki pumeksu
(3.13), ogrzewac¢ nad $rednim plomieniem, r¢cznie mieszajac, i doprowa-
dzi¢ ciecz do wrzenia w czasie okoto dwoch minut. Natychmiast
postawi¢ kolbg Erlenmeyera na siatce azbestowej z otworem o $rednicy
okoto 6 cm, pod ktorym pali si¢ plomien. Plomien nalezy ustawic tak,
aby ogrzewane bylo tylko dno kolby. Dopasowa¢ chlodnicg zwrotna do
kolby Erlenmeyera. Gotowa¢ doktadnie dziesig¢ minut. Schlodzi¢
natychmiast zimng woda i po okolo pigciu minutach miareczkowaé
W nastgpujacy sposob:

Doda¢ 10 ml roztworu jodku potasu (3.12) i od razu po tej czynnosci
(zachowujac ostroznos$¢ ze wzgledu na ryzyko powstania piany) dodaé
25 ml kwasu siarkowego (3.11). Miareczkowaé roztworem tiosiar-
czanu(VI) sodu (3.9) do pojawienia si¢ metnej zottej barwy, dodaé
wskaznik skrobiowy (3.10) i dokonczy¢ 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 wynikow

Wykorzystujac tabelg, okresli¢ ilo$¢ glukozy w mg, ktéra odpowiada
roéznicy migdzy wynikami dwoch miareczkowan, wyrazonych w mg
tiosiarczanu(VI) sodu 0,1 mol/l. Wynik wyrazi¢ jako udzial procentowy
w probce.

Postepowanie specjalne

W przypadku pasz bogatych w melas¢ i innych pasz, ktére nie sg
szczegolnie 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) 1 II (3.3) w sposob
okreslony w pkt 5.1, z uzyciem czterokrotnie wickszych ilosci kazdego
odczynnika. Uzupetni¢ kolbe do objetosci 80 % etanolem (v/v).

Homogenizowaé i przefiltrowaé. Usung¢ etanol w sposob okreslony
w pkt 5.1. Jezeli nie ma dekstrynowanej skrobi, uzupei¢ do pelnej
objetosci kolby woda destylowana.

W przypadku melasy i materialow paszowych, bogatych w cukier
i prawie wolnych od skrobi (np. chleb $wigtojanski, suszone krajane
buraki ¢wiklowe itp.), odwazy¢ 5 g probki, umiesci¢ w kolbie miarowej
o pojemnosci 250 ml, doda¢ 200 ml wody destylowanej, mieszaé
w mikserze przez godzing lub, jedli to konieczne, dluzej. Roztwor
klarowa¢ odczynnikami Carreza I (3.2) i II (3.3) w sposob okreslony
w pkt 5.1. Uzupehi¢ do pelnej objetosci kolby zimna woda, homoge-
nizowac 1 przefiltrowaé. Nastepnie postgpowaé w sposob okreslony
w pkt 5.3, w celu okreslenia zawartosci cukrow.

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.
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8.2. Roéznica pomigdzy zawartoscig catkowita cukrow po inwersji, wyrazo-
nych jako glukoza, a zawartoscia cukréw redukujacych, wyrazonych
jako glukoza, pomnozona przez 0,95 daje procentowa zawarto$¢
sacharozy.

8.3. Aby oznaczy¢ zawartos¢ cukrow redukujacych, z wylaczeniem laktozy,
mozna zastosowaé dwie nastgpujace metody:

8.3.1. Dla szacunkowych obliczen pomnozy¢ zawarto$¢ laktozy oznaczong
inng metoda przez 0,675 i1 uzyskany wynik odja¢ od zawartoéci cukrow
redukujacych.

8.3.2.  Aby doktadnie obliczy¢ zawarto$¢ cukrow redukujacych, z wylaczeniem
laktozy, ta sama probka musi by¢ uzyta do dwoch koncowych oznaczen.
Jedng analize przeprowadza si¢ na czgsci roztworu otrzymanego
w sposob okreslony w pkt 5.1, drugg na czeSci roztworu otrzymanego
podczas oznaczania laktozy metoda stuzaca do jej oznaczania (po
fermentacji innych rodzajow cukrow i sklarowaniu).

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

Przyktad

Dwie pobrane objetosci odpowiadaja probce 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.

Roznica wynosi 16,6 mg glukozy.

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

4 x 16,6

— 6,649
1o 6,64 %

Tabela wartosci 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 Sltlkofj;viﬁﬁsazjé Laktoza Maltoza Na, S; O3
0,1 mol/l %6 H,, Og Ci2 Hy, Oy Ci> Hyp Oy 0,1 mol/l
ml mg réznica mg roznica mg roznica 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
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3.2

3.3.

3.4.

3.4.1.

3.4.2.

3.43.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

K. OZNACZANIE LAKTOZY
Cel i zakres stosowania metody

Metoda stuzy do oznaczania zawartosci laktozy w paszach zawieraja-
cych ponad 0,5 % laktozy.

Sposob przeprowadzenia metody

Cukry sg rozpuszczane w wodzie. Roztwor jest poddawany fermentacji
w obecnosci drozdzy Saccharomyces cerevisiae, ktore nie rozkltadaja
laktozy. Po sklarowaniu i przefiltrowaniu zawarto$¢ laktozy w filtracie
jest oznaczana metoda Luff-Schoorla.

Odczynniki i roztwory

Suspensja drozdzy Saccharomyces cerevisiae: 25 g $wiezych drozdzy
umiesci¢ w 100 ml wody. Zawiesing przechowywaé¢ w lodowce nie
dtuzej niz przez 7 dni od jej sporzadzenia.

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

Roztwor Carreza 11: rozpusci¢c w wodzie 10,6 g heksacyjanozelazianu(Il)
potasu K4Fe (CN)g 3H,0. Uzupehié kolbe do objgtosci 100 ml woda.

Odczynnik Luff-Schoorla:

Ostroznie mieszajac, dodaé¢ roztwor kwasu cytrynowego (3.4.2) do
roztworu weglanu sodu (3.4.3). Nastgpnie doda¢ roztwor siarczanu
miedzi (3.4.1) i uzupehi¢ kolbe do objgtosci 1 1 woda. Zostawi¢ na
noc do osadzenia i przefiltrowa¢. Sprawdzi¢ normalno$¢ otrzymanego
odczynnika (Cu 0,05 mol/l; Na, CO5; 1 mol/l). Warto$¢ pH roztworu
musi wynosi¢ okolo 9,4.

Roztwor siarczanu miedzi: rozpusci¢ 25 g siarczanu miedzi Cu SO,
5H,0 wolnego od zelaza w 100 ml wody.

Roztwor kwasu cytrynowego: rozpusci¢ 50 g kwasu cytrynowego
C6H807 . Hzo w 50 ml WOdy

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

Granulki pumeksu gotowane w kwasie chlorowodorowym, przemyte
woda 1 wysuszone.

30 % roztwor jodku potasu (w/v).
Kwas siarkowy, 3 mol/l.
Roztwor tiosiarczanu sodu, 0,1 mol/l.

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

Aparatura i sprzet

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

Sposéb postepowania

Odwazy¢, z doktadnoscia do 1 mg, 1 g probki i umiesci¢ w kolbie
miarowej o pojemnosci 100 ml. Doda¢ od 25 do 30 ml wody. Umiesci¢
kolbe we wrzacej tazni wodnej na 30 minut, a nastgpnie schtodzi¢ do
temperatury okoto 35 °C. Doda¢ 5 ml zawiesiny drozdzy (3.1) i homo-
genizowac. Pozostawi¢ kolbe na dwie godziny w tazni wodnej o tempe-
raturze od 38 do 40 °C. Schtodzi¢ 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
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miesza¢ przez 30 sekund. Uzupeni¢ kolbe do objetosci 100 ml woda,
zmieszac 1 przefiltrowac. Uzywajac pipety, pobra¢ nie wigcej niz 25 ml
filtratu, ktory zawiera od 40 do 80 mg laktozy, i umiesci¢ go w kolbie
Erlenmeyera o pojemnosci 300 ml. W miar¢ potrzeby uzupehi¢ do
objetosci 25 ml woda.

W ten sam sposob przeprowadzi¢ test $lepej proby z 5 ml suspensji
drozdzowej (3.1). Oznaczy¢ zawarto$¢ laktozy wedhug Luff-Schoorla,
w nastepujacy sposob: doda¢ 25 ml odczynnika Luff-Schoorla (3.4)
i dwie granulki pumeksu (3.5). Ogrzewa¢ nad $rednim plomieniem,
rgcznie mieszajac, i doprowadzi¢ ciecz do wrzenia w czasie okoto 2
minut. Natychmiast postawi¢ kolb¢ Erlenmeyera na siatce azbestowej
z otworem o $rednicy okoto 6 cm, pod ktorym pali si¢ ptomien. Plomien
nalezy ustawié tak, aby ogrzewane bylo tylko dno kolby Erlenmeyera.
Dopasowa¢ chlodnice zwrotng do kolby Erlenmeyera. Gotowaé
doktadnie 10 minut. Schtodzi¢ natychmiast zimna woda i po okoto 5
minutach miareczkowaé¢ w nastepujacy sposob:

Dodaé¢ 10 ml roztworu jodku potasu (3.6) i niezwlocznie (zachowujac
ostroznos$¢ ze wzgledu na ryzyko powstania piany) doda¢ 25 ml kwasu
siarkowego (3.7). Miareczkowaé roztworem tiosiarczanu sodowego (3.8)
do pojawienia si¢ metnej zottej barwy, doda¢ wskaznik skrobiowy (3.9)
i dokonczy¢ 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 wynikow
Wykorzystujac zalaczong tabelg, okresli¢ ilos¢ laktozy w mg, ktora

odpowiada réznicy miedzy wynikami dwoch miareczkowan, wyrazo-
nych w ml roztworu tiosiarczanu sodu 0,1 mol/l.

Wynik wyrazi¢ jako udzial procentowy bezwodnej laktozy w probce.
Objasnienia

W przypadku produktow zawierajacych ponad 40 % fermentujacych
cukrow doda¢ wigcej niz 5 ml zawiesiny drozdzy (3.1).

Tabela wartosci dla 25 ml odczynnika Luff-Schoorla

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

Na, S, O3 Sltlkofj;viﬁﬁsazjé Laktoza Maltoza Na, S; O3
0,1 mol/l %6 H,, Og Ci2 Hy, Oy Ci> Hyp Oy 0,1 mol/l
ml mg réznica mg roznica mg roznica 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
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3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

5.2.

L. OZNACZANIE SKROBI
METODA POLARYMETRYCZNA
Cel i zakres stosowania metody

Metoda stuzy do polarymetrycznego oznaczania zawartosci skrobi
i wysokoczasteczkowych produktow jej rozkladu w paszach, w celu
sprawdzenia zgodno$ci z zadeklarowang warto$cia energetyczng (prze-
pisy zawarte w zatgczniku VII) oraz dyrektywa Rady 96/25/WE (1).

Sposob przeprowadzenia metody

Metoda sktada si¢ z dwoch oznaczeh. W pierwszym oznaczeniu probka
jest traktowana rozcienczonym kwasem chlorowodorowym. Po sklaro-
waniu 1 przefiltrowaniu mierzy si¢ polarymetrycznie skrgcalno$é
optyczng roztworu.

W drugim oznaczeniu probka jest ckstrahowana 40 % etanolem. Po
zakwaszeniu filtratu kwasem chlorowodorowym, sklarowaniu i przefiltro-
waniu mierzy si¢ skrecalno$¢ optyczna, tak jak w pierwszym
oznaczeniu.

Roéznica pomiedzy dwoma pomiarami, pomnozona przez znany wspol-
czynnik, daje zawartos¢ skrobi w probce.

Odczynniki i roztwory

Kwas chlorowodorowy, roztwor 25 % (w/w), gestosé: 1,126 g/ml.
Kwas chlorowodorowy, roztwor 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 rozpuscic w wodzie 21,9 g octanu cynku,
Zn(CH3COO), 2H,0 i 3 g lodowatego kwasu octowego. Uzupetni¢ do
objetosci 100 ml woda.

Roztwor Carreza II: rozpusci¢ w wodzie 10,6 g heksacyjanozelazianu(II)
potasu K4 (Fe(CN)g 3H,O. Uzupetni¢ do objetosci 100 ml woda.

Etanol, roztwor 40 % (v/v), gestosé: 0,948 g/ml w temperaturze 20 °C.

Aparatura i sprzet

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

Polarymetr lub sacharymetr.

Sposob postepowania
Przygotowanie probki

Rozdrobni¢ probke 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 doktadnoscia do 1 mg, 2,5 g rozdrobnionej probki i umiesci¢
w kolbie miarowej o pojemnoséci 100 ml. Doda¢ 25 ml kwasu chloro-
wodorowego (3.2), wstrzasng¢é do rownomiernego rozprowadzenia
probki i doda¢ nastgpng porcje 25 ml kwasu chlorowodorowego (3.2).
Kolbe zanurzy¢ we wrzacej tazni wodnej. Aby zapobiec aglomeracji,
przez pierwsze 3 minuty nieprzerwanie i energicznie wstrzasa¢ kolba.
Ilos¢ wody w tazni wodnej musi by¢ wystarczajaca, aby pozostata ona

(") Dz.U. L 125 z 23.5.1996, s. 35.
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w stanie wrzenia, kiedy kolba zostanie do niej wlozona. Nie nalezy
wyjmowac¢ kolby z wody w trakcie wstrzasania. Doktadnie po 15 minu-
tach wyja¢ kolbe z tazni 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.
Nastgpnie doda¢ 5 ml roztworu Carreza II (3.4) i ponownie wstrzasa¢
przez ok. 30 sekund. Uzupeli¢ do pelnej objetosci kolby woda, zmie-
szaC i przefiltrowac. W przypadku gdy filtrat nie jest idealnie klarowny
(co zdarza si¢ rzadko), powtdrzy¢ oznaczanie z uzyciem wigkszej ilosci
roztworow Carreza I i II, np. 10 ml.

Zmierzy¢ skrecalno$¢ optyczng roztworu w 200 mm rurce przy zastoso-
waniu polarymetru lub sacharymetru.

5.3. Oznaczanie skrecalnosci 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 doda¢ okoto 80 ml etanolu (3.5)
(zob. objasnienia 7.2). Pozostawi¢ kolbe¢ na godzing w temperaturze
pokojowej, sze$ciokrotnie energicznie wstrzasajac w tym czasie kolbg
tak, aby probka zostala dobrze zmieszana z etanolem. Uzupetni¢ do
pelnej objgtosei kolby etanolem (3.5), zmieszac i przefiltrowac.

Pobra¢ pipetag 50 ml filtratu, co jest rowne 2,5 g probki, do kolby
Erlenmeyera o pojemnosci 250 ml, doda¢ 2,1 ml kwasu chlorowodoro-
wego (3.1) 1 energicznie wstrzasnaé. Przymocowac chlodnicge zwrotng
do kolby Erlenmeyera i kolbg t¢ zanurzy¢ we wrzacej tazni wodnej. Po
doktadnie 15 minutach wyja¢ kolbe¢ Erlenmeyera z tazni, przenie§¢
zawarto$¢ do kolby miarowej o pojemnosci 100 ml, sptukujac kolbe
Erlenmeyera niewielka iloscig zimnej wody, i schlodzi¢ do temperatury
20 °C.

Sklarowa¢ z uzyciem roztworow Carreza 1 (3.3) i Carreza 1I (3.4),
uzupetni¢ do pelnej objgtosci kolby woda, zmiesza¢, przefiltrowad
i zmierzy¢ skrecalno$¢ optyczng, w sposob okreslony w drugim i trzecim
akapicie pkt 5.2.

6. Obliczanie wynikow

Zawartos¢ skrobi (w %) oblicza si¢ wedlug nastgpujacych wzorow:

6.1. Pomiary z uzyciem polarymetru
. 2 000(P — P’
Zawartos¢ skrobi (%) = %
[a]p
P = catkowita skrecalno$¢ optyczna w stopniach katowych
P' = skrecalno$¢ optyczna w stopniach katowych substancji
rozpuszczonych w 40 % (V/V) etanolu
[a]zDO = okreslona skrecalno$¢ optyczna czystej skrobi. Umowne
wartosci liczbowe przyjete dla tego wspotczynnika sg nastgpu-

jace:

+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 (2N x 0,665 S—8) 266Nx(S—F§
Zawartos¢ skrobi (%) = ——5 X (2N x 0,665) x ( )_26 X2(()° )
[o] 100 [o]

D D
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6.3.

7.2.

7.3.

S = calkowita skrgcalno$¢ 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 skrgcalnosci

optycznej 100 stopni sacharymetrycznych, podczas pomiaru
z uzyciem rurki o dtugosci 200 mm
16,29 g dla sacharymetrow francuskich
26,00 g dla sacharymetréow niemieckich
20,00 g dla sacharymetrow potaczonych
P = catkowita skrecalno$¢ optyczna w stopniach katowych

P' = skrecalno$¢ optyczna w stopniach katowych substancji rozpusz-
czonych w 40 % (V/V) etanolu

[a]g)c = okreslona skrecalno$¢ optyczna czystej skrobi (zob. pkt 6.1)

Powtarzalnosé

Roéznica pomiedzy wynikami dwoch réwnoleglych oznaczen wykona-
nych dla tej samej probki nie moze przekracza¢ 0,4 w wartosci
bezwzglednej dla zawartosci skrobi nizszej niz 40 % i 1 % wzgledem
zawartosci skrobi rownej lub wyzszej niz 40 %.

Objasnienia

Jezeli probka zawiera wigcej niz 6 % weglanow, w przeliczeniu na
weglan wapnia, nalezy rozlozy¢ je przy uzyciu odpowiedniej ilosci
rozcienczonego kwasu siarkowego przed okresleniem catkowitej skrecal-
nosci optycznej.

W przypadku produktow o wysokiej zawartosci laktozy, takich jak
serwatka w proszku lub mleko odtluszczone w proszku, postgpowaé
w nastgpujacy sposob: po dodaniu 80 ml etanolu (3.5) przymocowac
chtodnicg zwrotng do kolby i kolbg t¢ zanurzy¢ w tazni wodnej o tempe-
raturze 50 °C na 30 minut. Pozostawi¢ do schlodzenia i kontynuowaé
analiz¢ w sposob okreslony w pkt 5.3.

Nastepujace materialy paszowe — w przypadku obecnos$ci w znacznych

ilosciach w paszy — powoduja interferencje podczas okreslania zawar-

tosci skrobi metodg polarymetryczng i moga wptywaé na otrzymywanie

nieprawidlowych wynikow:

— produkty z burakow cukrowych, takie jak wystodki buraczane,
melasa buraczana, wystodki buraczane melasowane, wywar bura-
czany 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 slonecznika, ekstrahowane nasiona stonecznika, nasiona
stonecznika czgSciowo luskane, ekstrahowane,

— cekspelery kopry, kopra ekstrahowana,
— miazga (pulpa) ziemniaczana,
— drozdze odwodnione,

— produkty bogate w inuling, a w szczegodlnosci chipsy i maczka
z karczochow jerozolimskich,

— skwarki.

M. OZNACZANIE POPIOLU SUROWEGO
Cel i zakres stosowania metody

Metoda stuzy do oznaczania zawartosci popiotu surowego w paszach.
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4.2.

4.3.

5.1.

5.2.

7.2.

7.3.

Sposob przeprowadzenia metody

Probka jest spopielana w temperaturze 550 °C, a pozostato$¢ jest
wazona.

Odczynniki i roztwory

20 % roztwor azotanu amonu (W/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 okragte (Srednica: 60—75 mm, wysokos¢: 20—40
mm).

Sposéb postepowania

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

Wstawi¢ tygiel do skalibrowanego pieca muflowego o temperaturze
ustawionej na 550 °C. Utrzymywac¢ w tej temperaturze az do uzyskania
popiotu o barwie bialej, jasnoszarej lub jasnoczerwonej, §wiadczacej
o niewystgpowaniu czasteczek weglowych. Umiesci¢ tygiel w eksyka-
torze, pozostawi¢ do schlodzenia i niezwlocznie zwazyc.

Wstawi¢ tygiel do skalibrowanego pieca muflowego o temperaturze
ustawionej na 550 °C. Spopiela¢ przez 3 godziny. Umiesci¢ tygiel
w eksykatorze, pozostawi¢ do schlodzenia i niezwlocznie zwazyC.
Ponownie spopiela¢ przez 30 minut w celu zapewnienia stalej masy
popiotu (ubytek masy migdzy dwoma kolejnymi wazeniami musi by¢
réwny lub mniejszy niz 1 mg).

Obliczanie wynikow

Obliczy¢ mase¢ pozostatosci, odejmujac targ.

Wynik wyrazi¢ jako udziat procentowy w probcee.

Objasnienia

Substancje, ktore trudno sie¢ spopielajq, nalezy wstgpnie spopiela¢ co
najmniej przez 3 godziny, schlodzi¢, a nastgpnie doda¢ do nich —
ostroznie, w taki sposob, aby nie spowodowac strat popiotu i tworzenia
si¢ zbrylen — kilka kropli 20 % roztworu azotanu amonu. Po wysuszeniu
kontynuowac¢ zweglanie w piecu. Powtarza¢ czynno$¢ w razie potrzeby
az do catkowitego spopielenia.

W przypadku gdy badane produkty trudno poddajq sie postgpowaniu
okreslonemu w pkt 7.1, postepuje si¢ w nastepujacy sposob: po spopie-
laniu przez 3 godziny popidt umiesci¢ w cieptej wodzie i przefiltrowaé
przez maly, bezpopiotowy filtr. Spopieli¢ filtr z zawartoécia w tyglu.
Filtrat umiesci¢ w schtodzonym tyglu, odparowa¢ do sucha, spopieli¢
i zwazyc¢.

W przypadku olejow i Huszczow nalezy doktadnie odwazyé probke
0 masie 25 g i umiesci¢ ja w tyglu o odpowiedniej wielkosci. Zweglic,
przenoszac plomien na substancj¢ skrawkiem bezpopiotowej bibuly
filtracyjnej. Po spaleniu pozostatos¢ zwilzy¢ jak najmniejsza ilosciag
wody. Wysuszy¢ i spopiela¢ w sposob okreslony w pkt 5.
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2.2.

3.2

3.3.

4.2.

4.3.

5.2.

N. OZNACZANIE POPIOLU NIEROZPUSZCZALNEGO W KWASIE
CHLOROWODOROWYM

Cel i zakres stosowania metody

Metoda stuzy do oznaczania zawartos$ci substancji mineralnych nieroz-
puszczalnych w kwasie chlorowodorowym w paszach. W zaleznosci od
rodzaju probki stosuje si¢ dwie metody.

Metoda A: majaca zastosowanie do materialow paszowych i do wigk-
szo$ci mieszanek paszowych;

Metoda B: majaca zastosowanie do mieszanek paszowych mineralnych,
mieszanin oraz do mieszanek paszowych zawierajacych substancje
nierozpuszczalne w kwasie chlorowodorowym w iloSci wyzszej niz
1 %, co sprawdza sig, stosujac wczesniej metodg A.

Sposob przeprowadzenia metody

Metoda A: probka jest spopielana, popiol gotowany w kwasie chloro-
wodorowym, a nierozpuszczalna pozostatos¢ jest filtrowana i wazona.

Metoda B: probka jest traktowana kwasem chlorowodorowym. Roztwor
si¢ filtruje, pozostato$¢ spopiela i z otrzymanym popiolem postgpuje si¢
W sposob opisany w metodzie A.

Odczynniki i roztwory

Kwas chlorowodorowy, 3 mol/l.
20 % roztwor kwasu trichlorooctowego (w/v).
1 % roztwor kwasu trichlorooctowego (w/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 okragte (Srednica: 60—75 mm, wysokos¢: 20—40
mm).

Sposob postepowania
Metoda A

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

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

Metoda B

Odwazy¢, z dokladnoscia do 1 mg, 5 g probki i umiescic w zlewce
o pojemnosci od 250 do 400 ml. Doda¢ kolejno 25 ml wody i 25 ml
kwasu chlorowodorowego (3.1), wymieszac i odczekaé, az roztwor prze-
stanie si¢ burzy¢. Dodaé kolejne 50 ml kwasu chlorowodorowego (3.1).
Odczekaé do ulotnienia si¢ gazu, nastgpnie umiesci¢ zlewke we wrzacej
tazni wodnej i trzymac ja tam przez co najmniej 30 minut, w celu
catkowitej hydrolizy skrobi. Goracy roztwor 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 tempera-
turze nie nizszej niz 550 °C i nie wyzszej niz 700 °C. Popiol umiescié
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3.3.

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 wynikow

Mase pozostatosci obliczy¢, odejmujac tare. Wynik wyrazi¢ jako udziat
procentowy w probce.

Objasnienia
Jezeli filtracja ma trudny przebieg, zaleca si¢ powtdérne przeprowadzenie
analizy, zastgpujac 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 zawarto$ci weglanéw, umownie wyraza-
nych jako weglan wapnia, w wigkszos$ci pasz.

Jednakze w niektorych przypadkach (np. weglan Zelaza) nalezy
stosowaé szczegdlng metode.

Sposob przeprowadzenia metody

Weglany rozktada si¢ kwasem chlorowodorowym. Powstaly dwutlenek
wegla zbiera si¢ do probowki miarowej, a jego objgtosc jest porowny-
wana z objetoscig uwolniona 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 mety-
lowa.

Aparatura i sprzet

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

W zalezno$ci od zawartosci weglanow w probee, zwazy¢ probke
0 masie:

— 0,5 g w przypadku produktéw zawierajacych od 50 do 100 %
weglandéw, wyrazanych jako weglan wapnia,

— 1 g w przypadku produktow zawierajacych od 40 do 50 %
weglandéw, wyrazanych jako weglan wapnia,

— 2 do 3 g w przypadku innych produktow.

Probke umiesci¢c w specjalnej kolbie aparatu (4) wyposazonej w malg
probowke wykonana z niettukacego si¢ szkla zawierajaca 10 ml kwasu
chlorowodorowego (pkt 3.1) i podiaczy¢ kolbe do aparatury. Kran troj-
drozny (5) ustawi¢ tak, aby rurka (1) byla podiaczona z wyjsciem.
Uzywajac ruchomej rurki (2) wypetnionej barwnym kwasem siarkowym
(pkt 3.3) i polaczonej z wykalibrowang rurka (1), doprowadzi¢ poziom
cieczy do znaku zero, ktory wyznaczony jest na podzialce. Przekrecié
kran (5) tak, aby potaczy¢ rurki (1) i (3), i sprawdzi¢, czy poziom cieczy
doprowadzony zostat do znaku 0.

Przechylajac kolbe (4), powoli wlewa¢ kwas chlorowodorowy (3.1) do
probki. Wyréwnac ci$nienie, obnizajac rurke (2). Potrzasac¢ kolba (4),
dopoki nie ustanie wydzielanie dwutlenku wegla.

Przywroéci¢ ci$nienie, doprowadzajac ciecz w rurkach (1) i (2) do tego
samego poziomu. Po kilku minutach, kiedy ustali si¢ objeto$¢ gazu,
wykonac odczyt.

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

Wyrazong jako weglan wapnia zawartos¢ weglanow oblicza si¢ wedlug
nastepujacego wzoru:

~Vx 100

"~ Vi x2m

gdzie:

X = zawartos¢ w % (W/w) weglanow w probce wyrazona jako weglan
wapnia

V =ilo$¢ CO, w ml uwolniona z probki

V; = ilos¢ CO, w ml uwolniona z 0,5 g CaCO;

m = masa w g probki.

Objasnienia

Jezeli masa probki jest wigksza niz 2 g, do kolby (4) wlac najpierw 15
ml wody destylowanej i zmiesza¢ przed rozpoczgciem badania. Do testu
kontrolnego zastosowac taka sama obj¢tos¢ wody.

Jezeli objetos¢ zastosowanej aparatury rozni si¢ od objetosci aparatu

Scheiblera-Dietricha, nalezy dopasowa¢ porcje badanej probki
i substancji kontrolnej i odpowiednio obliczy¢ wyniki.

APARATURA SCHEIBLERA-DIETRICHA DO OZNACZANIA CO,

o
N -
<t el

49

_~=¥'i'_ '

(wymiary w mm)
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3.6.2.

3.7.

4.2.

4.3.

44,

4.5.

4.6.

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

Metoda stuzy do oznaczania catkowitej zawartosci fosforu w paszach.
Metode nalezy stosowac do analizy pasz o niskiej zawartosci fosforu.
W niektérych przypadkach (produkty bogate w fosfor) dopuszcza si¢
stosowanie metody wagowe;j.

Sposob przeprowadzenia metody

Probka jest mineralizowana poprzez suche spalanie (w przypadku pasz
organicznych) lub przez rozpuszczenie kwasem (w przypadku zwigzkoéw
mineralnych i pasz ciektych), a nastgpnie wprowadzona do kwasnego
roztworu. Roztwor jest traktowany odczynnikiem molibdenowana-
dowym. Gestos¢ optyczna utworzonego zottego roztworu jest mierzona
w spektrofotometrze przy 430 nm.

Odczynniki i roztwory

Weglan wapnia.

Kwas chlorowodorowy, pyo = 1,10 g/ml (ok. 6 mol/l).
Kwas azotowy, pyg = 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 heptamo-
libdenianu 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.
Uzupehié¢ do pelnej objetosci kolby woda.

Roztwor heptamolibdenianu (VI) amonu: rozpusci¢c w goracej wodzie
100 g heptamolibdenianu (VI) amonu (NH4) 6Mo,0,4°4H,0. Dodaé
10 ml amoniaku (o gegstosci 0,91 g/ml) i uzupelni¢ do objetosci 1 1
woda.

Roztwor wanadanu (V) amonu: 2,35 g wanadanu (V) amonu NH,VO;
rozpusci¢ w 400 ml goracej wody. Stale mieszajac, dodawac powoli 20
ml rozcienczonego kwasu azotowego (7 ml HNOj (3.4) + 13 ml H,0)
i uzupetni¢ do objetosci 1 1 woda.

Roztwor wzorcowy fosforu o stezeniu 1 mg/ml: rozpusci¢ 4,387 g
dwuwodorofosforanu potasu KH,PO, w wodzie. Uzupeti¢ 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.

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

Sposéb postepowania
Przygotowanie roztworu

W zaleznosci od rodzaju probki przygotowac roztwdr w sposob okre-
Slony w pkt 5.1.1 lub 5.1.2.
Zwykty sposob postgpowania

Odwazy¢, z dokladnoscig do 1 mg, co najmniej 1 g probki. Umiescié
probke w kolbie Kjeldahla, doda¢ 20 ml kwasu siarkowego (3.5),
wstrzagsna¢ do catkowitego nasycenia kwasem i nie dopusci¢ do
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5.1.2.

5.2.

5.3.

przyklejania czastek do $cianek kolby, podgrzaé¢ i utrzymywaé w stanie
wrzenia przez 10 minut. Nieznacznie schlodzi¢, doda¢ 2 ml kwasu
azotowego (3.4), ostroznie podgrza¢, ponownie nieznacznie schlodzié
i doda¢ nieco wigcej kwasu azotowego (3.4), a nastgpnie ponownie
doprowadzi¢ do wrzenia. Powtarza¢ t¢ czynno$¢ az do uzyskania
bezbarwnego roztworu. Schlodzi¢, doda¢ troch¢ wody, zdekantowac
ciecz do kolby miarowej o pojemnosci 500 ml, splukac¢ kolbg Kjeldahla
goraca woda. Schlodzi¢, uzupeini¢ do pelnej objetosci kolby woda,
homogenizowac¢ i przefiltrowac.

Probki zawierajace substancje organiczne, wolne
od dwuwodorofosforanu magnezu i wapnia

Odwazy¢, z dokladnoscia do 1 mg, okolo 2,5 g probki i umiesci¢
w tyglu do spopielania. Zmiesza¢ doktadnie probke z 1 g weglanu
wapnia (3.1). Spopiela¢ w piecu w temperaturze 550 °C do uzyskania
popiotu o biatej lub szarej barwie (niewielka ilo$¢ wegla drzewnego nie
ma znaczenia). Przenie$¢ popiot do zlewki o pojemnosci 250 ml. Dodaé
20 ml wody i kwasu chlorowodorowego (3.2) az do zaprzestania
pienienia si¢. Nastgpnie doda¢ kolejne 10 ml kwasu chlorowodorowego
(3.2). Umiesci¢ zlewkg na tazni piaskowej i odparowaé do sucha do
powstania nierozpuszczalnej krzemionki. Pozostato$¢ rozpuscic w 10
ml kwasu azotowego (3.3) i gotowaé na tazni piaskowej lub ptycie
przez 5 minut, nie doprowadzajac do zupelnego odparowania cieczy.
Przenies¢ ciecz do kolby miarowej o pojemnosci 500 ml, sptukujac
kilkakrotnie zlewke goraca woda. Pozostawi¢ do schtodzenia, uzupeié¢
do pelnej objetosci kolby woda, homogenizowac i przefiltrowac.

Wywolanie zabarwienia i gestoSci optycznej

Rozcienczy¢ podzielng czg§¢ filtratu otrzymanego w sposob okreslony
w pkt 5.1.1 lub 5.1.2 do uzyskania st¢zenia fosforu nie wigkszego niz 40
pg/ml. Umiesci¢ 10 ml tego roztworu w probowce (4.6) i doda¢ 10 ml
odczynnika molibdenowanadowego (3.6). Homogenizowac¢ i pozostawic¢
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 roztworéow i doda¢ do nich po 10 ml odczynnika molib-
denowanadowego (3.6). Homogenizowa¢ i pozostawi¢ co najmniej na
10 minut w temperaturze 20 °C. Zmierzy¢ gesto$é optyczng w sposob
okreslony w pkt 5.2. Wykreslic krzywa kalibracyjna, odktadajac
warto$ci gestosci optycznej w stosunku do odpowiadajacych jej ilosci
fosforu. W zakresie stezen od 0 do 40 pg/ml krzywa jest liniowa.

Obliczanie wynikow

Okresli¢ zawarto$¢ fosforu w badanej probce z zastosowaniem krzywej
kalibracyjnej.

Wynik wyrazi¢ jako udzial procentowy w probce.

Powtarzalnosé

Roéznica pomiedzy wynikami dwoch roéwnoleglych oznaczen wykona-
nych dla tej samej probki nie moze przekraczac:

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

— 0,15 % warto$ci bezwzglednej, dla zawartosci fosforu rownej lub
wyzszej niz 5 %.
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3.7.

3.8.

3.9.

5.1.1.

Q. OZNACZANIE CHLORU Z CHLORKOW
Cel i zakres stosowania metody

Metoda stuzy do oznaczania zawarto$ci chloru w chlorkach rozpusz-
czalnych w wodzie, umownie wyrazanego jako chlorku sodu w paszach.
Metodg t¢ stosuje si¢ do wszystkich pasz.

Sposéb przeprowadzenia metody

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

Odczynniki i roztwory

Roztwor tiocyjanianu amonu 0,1 mol/l.

Roztwor azotanu srebra 0,1 mol/l.

Nasycony roztwor siarczanu (VI) amonu i zelaza (NH4)Fe(SOy),.
Kwas azotowy, gestos¢: 1,38 g/ml.

Eter dwuetylowy.

Aceton.

Roztwor Carreza I: rozpuscic w wodzie 21,9 g octanu cynku, Zn
(CH5CO0),2H,0 i 3 g lodowatego kwasu octowego. Uzupehié¢ do
objetosci 100 ml woda.

Roztwor Carreza II: rozpusci¢ w wodzie 10,6 g heksacyjanozelazianu (IT)
potasu K4Fe(CN)g3H,0. Uzupehi¢ do objgtosci 100 ml woda.

Wegiel aktywny, wolny od chlorkéw i nieabsorbujacy chlorkow.

Aparatura i sprzet

Mikser (tumbler): ok. 3540 obr./min.

Sposéb postepowania
Przygotowanie roztworu

Zaleznie od rodzaju probki, przygotowaé roztwor w sposob okre§lony
w pkt 5.1.1, 5.1.2 lub 5.1.3.

W tym samym czasie przeprowadzi¢ slepg probe, pomijajac analizowang
probke.

Probki niezawierajace substancji organicznej

Odwazy¢, z doktadnoscig do 1 mg, nie wiecej niz 10 g probki zawie-
rajacej nie wigeej niz 3 g chloru w postaci chlorkow. Odwazke umiescié
z 400 ml wody o temperaturze okoto 20 °C w kolbie miarowej o pojem-
nosci 500 ml. Miesza¢ przez 30 minut w mikserze, uzupetni¢ do pelnej
objetosci kolby, homogenizowaé i przefiltrowac.

Probki zawierajace substancje organiczne, z wyta-
czeniem produktow opisanych w pkt 5.1.3

Odwazy¢, z doktadnoscia do 1 mg, okoto 5 g probki i wraz z 1 g wegla
aktywnego umiesci¢ w kolbie miarowej o pojemnosci 500 ml. Dodaé
400 ml wody o temperaturze okoto 20 °C i 5 ml roztworu Carreza
I (3.7), miesza¢ przez 30 sekund i doda¢ 5 ml roztworu Carreza II (3.8).
Mieszaé przez 30 minut w mikserze, uzupeini¢ do pelnej objetosci
kolby, homogenizowaé i przefiltrowac.
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Pasze po obrobce cieplnej, makuchy Iniane, maczka
Iniana, produkty bogate w maczke¢ Iniang i inne
produkty bogate w §luz lub substancje koloidalne
(np. dekstryna skrobi)

Przygotowa¢ roztwor w sposob okreslony w pkt 5.1.2, ale nie filtrowac.
Zdekantowa¢ (w razie potrzeby odwirowac), pobra¢ 100 ml ptynnego
supernatantu i przenies¢ go do kolby miarowej o pojemnosci 200 ml.
Zmiesza¢ z acetonem (3.6) i uzupeli¢ do petnej 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 sposob
okreslony w pkt 5.1.1, 5.1.2 lub 5.1.3. Podzielna cz¢$¢ nie moze
zawiera¢ wigeej niz 150 mg chloru (Cl). Rozcienczy¢ w razie potrzeby
woda do objetosci nie mniejszej niz 50 ml, doda¢ 5 ml kwasu azoto-
wego (3.4), 20 ml nasyconego roztworu siarczanu amonu i zelaza (3.3)
i 2 krople roztworu tiocyjanianu amonu (3.1) przeniesionego z zastoso-
waniem biurety wypetnionej do znaku 0. Stosujac biuretg, przenies¢
roztwor azotanu srebra (3.2), tak aby nadmiar wyniost 5 ml. Doda¢ 5
ml eteru dwuetylowego (3.5) i mocno wstrzasa¢ do skoagulowania si¢
osadu. Nadmiar azotanu srebra miareczkowa¢ roztworem tiocyjanianu
amonu (3.1), az do uzyskania czerwonobragzowego odcienia utrzymuja-
cego si¢ przez minutg.

Obliczanie wynikow

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

5,845 % (V) — V))

X
m
gdzie:
V, = fobjetos¢ w ml dodanego roztworu azotanu srebra o stgzeniu 0,1
mol/l
V, = obj¢tos¢ w ml uzytego do miareczkowania roztworu tiocyjanku
amonu o st¢zeniu 0,1 mol/l
m = masa probki

Jezeli Slepa proba wykaze, ze roztwor azotanu srebra o stezeniu 0,1
mol/l zostal zuzyty, odjac¢ jego objgtos¢ od objetosci (Vi — Vo).

Objasnienia
Mozna takze zastosowa¢ miareczkowanie potencjometryczne.

W przypadku produktéw bogatych w oleje i thuszcze najpierw odtluscié
je eterem dwuetylowym lub eterem naftowym.

W przypadku maczki rybnej miareczkowanie mozna prowadzi¢ metoda
Mobhra.
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ZALACZNIK IV

METODY ANALIZY DO CELOW KONTROLI POZIOMU

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.6.1.

3.7.

3.8.

3.9.

3.11.1.

DOPUSZCZONYCH DODATKOW W PASZACH

A. OZNACZANIE WITAMINY A
Cel i zakres stosowania metody

Metoda stuzy do oznaczania zawarto$ci witaminy A (retinolu) w paszach
i premiksach. Metoda pozwala na oznaczenie witaminy A obejmujacej
wszystkie formy alkoholowe frans-retinolu i wszystkie jej izomery cis.
Zawarto$¢ witaminy A jest wyrazana w jednostkach migdzynarodo-
wych (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 palmity-
nianowych trans-witaminy A.

Granica oznaczalno$ci metody wynosi 2 000 IU witaminy A/kg.

Sposob przeprowadzenia metody

Probka jest hydrolizowana w etanolowym roztworze wodorotlenku
potasu, a witamina A ekstrahowana eterem naftowym. Rozpuszczalnik
jest usuwany przez odparowanie, a pozostato$¢ rozpuszczana w metanolu
i, w razie koniecznosci, rozcieficzana do wymaganego stezenia. Zawar-
to§¢ witaminy A jest oznaczana metoda wysokosprawnej chromatografii
cieczowej z faza odwrécona (RP-HPLC) z wykorzystaniem detektora
UV lub detektora fluorescencyjnego. Parametry chromatograficzne
zostaly tak dobrane, ze nie zachodzi rozdzial pomig¢dzy 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

Roztwor wodorotlenku potasu, ¢ = 50 g/100 ml

Roztwor askorbinianu sodu, ¢ = 10 g/100 ml (zob. objasnienia pkt 7.7)
Siarczek sodu, Na,S- x H,O (x =7 - 9)

Roztwor siarczku sodu, ¢ = 0,5 mol/l w glicerolu, 8 = 120 g/l (dla x =9)
(zob. objasnienia pkt 7.8)

Roztwor fenoloftaleiny, ¢ = 2 g/100 ml w etanolu (pkt 3.1)
2-propanol

Faza ruchoma do HPLC: mieszanina metanolu (3.3) i wody, np. 980 +
20 (v + v). Doktadny wspotczynnik zostanie okreslony przez charakte-
rystyke 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

Roztwor podstawowy wszystkich form octanowych trans-witaminy A:
odwazy¢, z dokladnoscig 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 uzupetni¢ tym samym rozpuszczalnikiem do pelnej objetosci kolby.
Nominalne stgzenie tego roztworu wynosi 1400 [U witaminy A w 1
ml. Dokladng zawartos¢ oznaczyé w sposob okreslony w pkt 5.6.3.1.

Wszystkie formy palmitynianowe-trans-witaminy A, o specjalnej czys-
tosci i certyfikowanej aktywnosci, np. 1,80 x 10° 1U/g
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3.12.1.

4.2.

4.2.1.

4.2.2.

4.2.3.

4.2.4.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

4.8.1.

4.8.2.

5.1.

Roztwor podstawowy wszystkich form palmitynianowych trans-wita-
miny A: odwazy¢, z dokladnoscia do 0,1 mg, 80 mg palmitynianu
witaminy A (3.12) do kolby miarowej o pojemnosci 100 ml. Rozpusci¢
w 2-propanolu (3.8) i uzupeli¢ do pelnej objetosci tej kolby tym
samym rozpuszczalnikiem. Nominalne st¢zenie tego roztworu wynosi
1400 IU witaminy A w 1 ml. Dokladng zawarto$¢ oznaczy¢ w sposob
okreslony w pkt 5.6.3.2.

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

Aparatura i sprzet

Rotacyjna wyparka prozniowa
Szkto laboratoryjne oranzowe
Kolby ptaskodenne 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 dtugosci ptaszcza 300 mm, z potaczeniami
szlifowanymi, z nasadka do podiaczenia gazu

Karbowany filtr bibutowy 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, C,g, wypetnienie 5
lub 10 pm lub réwnowazne (kryterium poprawnosci: pojedynczy pik dla
wszystkich izomeréw retinolu w warunkach HPLC)

Detektor UV lub fluorescencyjny, z mozliwoscig zmiany dhugosci fali

Spektrofotometr z kwarcowymi kuwetami o dlugosci drogi optycznej
10 mm

Laznia wodna z mieszadlem magnetycznym
Aparat do ekstrakcji (zob. rys. 1) zawierajacy:
Szklany cylinder o pojemnoéci 1 1, ze szlifem i korkiem

Nasadke szklang ze szlifem z bocznikiem i ruchoma nastawng rurkg
przesuwajaca si¢ przez S$rodek nasadki. Nastawna rurka musi mie¢
zakonczenie w ksztalcie litery U 1 przeciwlegly otwor skierowany ku
gorze, tak aby gorna warstwa cieczy w cylindrze mogta by¢ przeniesiona
do rozdzielacza stozkowego.

Sposob postepowania

Uwaga: Witamina A jest wrazliwa na S$wiatlo (UV) i utlenianie.
Wszystkie czynno$ci nalezy przeprowadza¢ bez dostgpu
$wiatla (z zastosowaniem szkla oranzowego lub szkla zabez-
pieczonego folia aluminiowa) i bez dostgpu tlenu (ptukanie
strumieniem azotu). Podczas ekstrakcji powietrze znad cieczy
nalezy zastapi¢ azotem (zapobiega¢ zbyt wysokiemu ci$nieniu,
zwalniajac od czasu do czasu korek).

Przygotowanie probki

Rozdrobni¢ probke tak, aby przesiewala si¢ przez oczka sita o $rednicy
1 mm, uwazajac, aby podczas rozdrabniania nie wydzielato si¢ ciepto.
Rozdrabnianie musi by¢ przeprowadzone tuz przed wazeniem i zmydla-
niem, gdyz w przeciwnym razie moga wystapi¢ straty witaminy A.
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5.2.

5.3.

5.4.

Zmydlanie

W zalezno$ci od zawarto$ci witaminy A zwazy¢, z doktadnoscig do 1
mg, od 2 do 25 g probki do kolby ptaskodennej lub stozkowej o pojem-
nosci 500 ml (4.2.1). Doda¢ kolejno, mieszajac, 130 ml etanolu (3.1),
okoto 100 mg BHT (3.13), 2 ml roztworu askorbinianu sodu (3.5) i 2 ml
roztworu siarczku sodu (3.6). Zatozy¢ chtodnice (4.3) na kolbe i umiescié
kolbe w tazni wodnej z mieszadlem magnetycznym (4.7). Ogrza¢ do
wrzenia i skrapla¢ przez 5 minut. Nastgpnie doda¢ 25 ml roztworu
wodorotlenku potasu (3.4) przez chiodnicg (4.3) i skrapla¢ przez 25
minut, mieszajac w trakcie powolnego przeptywu azotu. Nastepnie
sptuka¢ chtodnice okoto 20 ml wody i schlodzi¢ zawartos¢ kolby do
temperatury pokojowe;.

Ekstrakcja

Przenies¢, dekantujac, zmydlony roztwor, ilosciowo sptukujac 250 ml
wody, do rozdzielacza o pojemnosci 1 000 ml (4.2.3) lub do aparatu do
ekstrakcji (4.8). Sptukaé 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 ekstrakcji. Proporcja wody i etanolu w taczonych
roztworach musi wynosi¢ okoto 2:1. Wstrzgsa¢ energicznie przez 2
minuty i pozostawi¢ w celu wytragcenia osadu na 2 minuty.

Ekstrakcja z uzyciem rozdzielacza stozkowego
(4.2.3)

Po rozdzieleniu warstw (zob. objasnienia pkt 7.3) przenie$s¢ 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 potaczone ekstrakty w rozdzielaczu stozkowym
100 ml porcjami wody, ostroznie mieszajac, aby zapobiec powstawaniu
zawiesiny, a nastepnie, wielokrotnie wstrzasajac, powtorzy¢ przemy-
wanie kolejnymi 100 ml porcjami wody, az woda pozostanie bezbarwna
po dodaniu roztworu fenoloftaleiny (3.7) (wystarczy zwykle czterokrotne
przemycie). W celu usuni¢cia 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), uzupeini¢ eterem
naftowym (3.2) do pelnej objetosci kolby i dobrze zmieszac.

Ekstrakcja z uzyciem aparatu do ekstrakcji (4.8)

Gdy warstwy zostang rozdzielone (zob. objasnienia pkt 7.3) zastgpié
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 cis$nienia azotu
doptywajacego przez nasadke przenies¢ gorng 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 wstrzasnaé.
Pozostawi¢ do rozdzielenia si¢ faz i przenies¢ gorng warstwe do rozdzie-
lacza w sposob opisany powyzej. Powtorzy¢ postgpowanie ekstrakcyjne,
stosujac kolejng porcjg¢ 100 ml eteru naftowego (3.2), a nastgpnie
stosujac dwukrotnie porcje 50 ml eteru naftowego (3.2) i doda¢ warstwy
eteru naftowego do rozdzielacza.

Przemy¢ potaczone ekstrakty eteru naftowego w sposob okreslony w pkt
5.3.1 i dalej postepowaé w sposob tam okreslony.

Przygotowanie roztworu probki do HPLC

Pobraé pipeta podzielng cze$¢ roztworu eteru naftowego (z pkt 5.3.1 lub
5.3.2) do kolby gruszkowej o pojemnosci 250 ml (4.2.4). Odparowaé
rozpuszczalnik prawie do sucha na rotacyjnej wyparce prozniowej (4.1)
przy obnizonym ci$nieniu na }azni wodnej w temperaturze nie wyzszej
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5.5.

5.6.
5.6.1.

5.6.2.

niz 40 °C. Przywro6ci¢ ci$nienie atmosferyczne przez wpuszczenie azotu
(3.10) i zdja¢ kolb¢ z rotacyjnej wyparki prozniowej. Usuna¢ pozostaty
rozpuszczalnik strumieniem azotu (3.10) i szybko rozpusci¢ pozostatos¢
w znanej objetosci metanolu (10-100 ml) (3.3) (steZzenie witaminy
A musi wynosi¢ od 5 TU/ml do 30 IU/ml).

Oznaczanie HPLC

Witamina A jest rozdzielana na kolumnie z faza odwrocona Cg (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).

Zadozowaé podzielng czg$¢ roztworu metanolowego (np. 20 ul), otrzy-
manego w sposob okreslony w pkt 5.4 i wymywac faza ruchoma (3.9).
Obliczy¢ srednia wysoko$¢ (powierzchnig) piku kilku kolejnych
dozowan tego samego roztworu probki 1 S$rednie wysokosci
(powierzchnie) pikow kilku dozowan kalibracyjnych roztworow (5.6.2).

Warunki HPLC

Ponizsze parametry podano jako przyktadowe; inne parametry moga by¢
zastosowane, o ile gwarantujg otrzymanie rownowaznych wynikow.

Kolumna do chromato- 250 mm x 4 mm, C;g, wypelnienie 5 lub

grafii cieczowej (4.5.1): 10 pm lub réwnowazne

Faza ruchoma (3.9): Mieszanina metanolu (3.3) i wody, np. 980
+20 (v+v)

Predkos$¢ przeptywu: 1-2 ml/min

Detektor (4.5.2): Detektor UV (325 nm) lub detektor fluores-
cencyjny

(wzbudzenie: 325 nm/emisja: 475 nm)
Kalibracja
Przygotowanie roboczych roztworéw wzorcowych

Pobra¢ pipeta 20 ml podstawowego roztworu octanowej witaminy
A (3.11.1) lub 20 ml podstawowego roztworu palmitynianowej wita-
miny A (3.12.1) do kolby ptaskodennej lub stozkowej o pojemnosci
500 ml (4.2.1) i hydrolizowa¢ w sposéb okreslony w pkt 5.2, lecz
bez dodawania BHT. Nastgpnie ekstrahowac eterem naftowym (3.2)
w sposob okreslony w pkt 5.3 i uzupeti¢ do objetosci 500 ml eterem
naftowym (3.2). Odparowa¢ prawie do sucha 100 ml tego ekstraktu na
rotacyjnej wyparce prozniowej (zob. pkt 5.4), usung¢ pozostaty rozpusz-
czalnik strumieniem azotu (3.10) i ponownie rozpusci¢ pozostatosé
w 10,0 ml metanolu (3.3). Nominalne stezenie tego roztworu wynosi
560 IU witaminy A na 1 ml. Oznaczy¢ doktadng zawarto$¢ ekstraktu
w sposOb okre§lony w pkt 5.6.3.3. Roboczy roztwér wzorcowy przygo-
towaé bezposrednio przed uzyciem.

Przenies¢ pipetg 2,0 ml tego roboczego roztworu wzorcowego do kolby
miarowej o pojemnosci 20 ml, uzupetni¢ metanolem (3.3) do pelnej
objetosci kolby i zmiesza¢. Nominalne st¢Zenie tego rozcienczonego
roboczego roztworu wzorcowego wynosi 56 IU witaminy A na 1 ml.

Przygotowanie kalibracyjnych roztworow i krzywej
kalibracyjnej

Przenies¢ 1,0, 2,0, 5,0 i 10,0 ml rozcienczonego roboczego roztworu
wzorcowego do partii kolb miarowych o pojemnosci 20 ml, uzupetni¢
do pelnej objgtosci kolb metanolem (3.3) i zmiesza¢. Nominalne st¢zenia
tych roztworéw wynosza 2,8, 5,6, 14,0 i 28,0 IU witaminy A na 1 ml.

Zadozowa¢ kilka razy 20 pl kazdego z roztworéw kalibracyjnych i okre-
$li¢ $rednie wysokosci (powierzchnie) piku. Wykorzystujac $rednie
wysokos$ci  (powierzchnie) piku, wykreslic krzywa kalibracyjna,
uwzgledniajac wyniki kontroli UV (5.6.3.3).
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5.6.3.
5.6.3.1.

5.6.3.2.

5.6.3.3.

Standaryzacja UV wzorcowych roztworow
Roztwor 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 uzupehié
do pelnej objgtosci kolby 2-propanolem (3.8). Nominalne stg¢Zenie tego
roztworu wynosi 56 IU witaminy A na 1 ml. Pobra¢ pipeta 3,0 ml tego
rozcienczonego roztworu octanowej witaminy A do kolby miarowej
o pojemnosci 25 ml i uzupetni¢ do pelnej objetosci kolby 2-propanolem
(3.8). Nominalne stgzenie 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 zawarto$ci witaminy A:
IU witaminy A/ml = Ezp6 % 19,0

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

1cm

Roztwor podstawowy palmitynianowej witaminy A

Pobra¢ pipetg 2,0 ml roztworu podstawowego palmitynianowej witaminy
A (3.12.1) do kolby miarowej o pojemnosci 50 ml (4.2.2) i uzupetni¢ do
peinej objetosci kolby 2-propanolem (3.8). Nominalne st¢zenie tego
roztworu wynosi 56 IU witaminy A na 1 ml. Pobra¢ pipeta 3,0 ml
tego rozcienczonego roztworu palmitynianowej witaminy A do kolby
miarowej o pojemnosci 25 ml i uzupetni¢ do pelnej objgtosci kolby 2-
propanolem (3.8). Nominalne st¢zenie 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) pomigdzy 300 nm a 400
nm. Maksimum wygasni¢cia musi znajdowa¢ si¢ pomigdzy 325 nm
a 327 nm.

Obliczenie zawarto$ci witaminy A:
IU witaminy A/ml = E3y6 % 19,0

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

cm

Roboczy roztwor wzorcowy witaminy A

Pobra¢ pipeta 3,0 ml nierozcienczonego roboczego roztworu wzorco-
wego witaminy A, przygotowanego w sposob okreslony w pkt 5.6.1, do
kolby miarowej o pojemno$ci 50 ml (4.2.2) i uzupehié 2-propanolem
(3.8) do petnej objetosci kolby. Pobra¢ pipeta 5,0 ml tego roztworu do
kolby miarowej o pojemnosci 25 ml i uzupelni¢ do pelnej objetosci
kolby 2-propanolem (3.8). Nominalne st¢zenie tego roztworu wynosi
6,72 1U witaminy A na 1 ml. Zmierzy¢ spektrum UV tego roztworu
wzgledem 2-propanolu (3.8) w spektrofotometrze (4.6) pomigdzy 300
nm a 400 nm. Maksimum wygasni¢gcia musi znajdowac si¢ pomigdzy
325 nm a 327 nm.

Obliczenie zawarto$ci witaminy A:
IU witaminy A/ml = E3,5 x 18,3

(E1 % dla alkoholowej formy witaminy A = 1821 przy 325 nm w 2-
propanolu)

Obliczanie wynikow

Na podstawie $redniej wysokosci (powierzchni) pikéw witaminy
A roztworu probki okresli¢ stezenie roztworu probki w IU/ml, odnoszac
si¢ do krzywej kalibracyjnej (5.6.2).
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7.2.

7.3.

7.4.

7.5.

7.6.

7.7.

7.8.

7.9.

Zawartos¢ witaminy A w [U/kg probki oblicza si¢ wedtug nastgpujacego
wzoru:

500 x ¢ x V5 x 1000
a V1><m

[Ul/kg]

gdzie:

¢ = stgzenie w IU/ml witaminy A w roztworze probki (5.4)

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

V, = obj¢tos¢ w ml pobranej podzielnej czgéci z roztworu probki,
o ktorym mowa w pkt 5.4

m = masa nawazki w g

Objasnienia
W przypadku probek o niskim stezeniu witaminy A jest wskazane pota-

czenie ekstraktow eteru naftowego dwoch zmydlanych nawazek (o wadze
25 g kazda) w jeden roztwor probki przeznaczony do oznaczania HPLC.

Prébka pobrana do analizy nie moze zawiera¢ wiecej niz 2 g tluszczu.

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

W przypadku oleju z watroby dorsza i innych czystych tluszczéw 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 wyso-
kosci (powierzchnie) pikow wszystkich izomeréw trans i cis.

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

Zamiast roztworu siarczku sodu mozna zastosowac okoto 50 mg EDTA.

W przypadku analizy witaminy A w preparatach mlekozastepczych
nalezy zwroci¢ szczeg6lng uwage na:

— zmydlanie (5.2): ze wzglgdu na zawarto$¢ thuszczu w probee
konieczne moze by¢ zwigkszenie ilosci roztworu wodorotlenku
potasu (3.4),

— ckstrakcje (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 mlekoza-
stepczy), na dodatkowej nawazce nalezy przeprowadzi¢ test odzysku.
Jezeli stopien odzysku jest nizszy niz 80 %, wyniki analizy nalezy
skorygowa¢ o odzysk.

Powtarzalno$¢

Roéznica pomiedzy wynikami dwoch rownoleglych oznaczen wykona-
nych dla tej samej probki nie moze przekracza¢ 15 % wzgledem
wyzszego wyniku.
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9. Wyniki badan miedzylaboratoryjnych (')
. Pasza z premi- Mieszanka Pasza bial- Pasza dla
Premiks k paszowa .
sem . kowa prosiat
mineralna
L 13 12 13 12 13
n 48 45 47 46 49
$rednia [IU/kg] 17,02 x 10° | 1,21 x 10° 537 100 151 800 18 070
s, [IU/kg] 0,51 x 10° | 0,039 x 10° 22 080 12 280 682
r [IU/kg] 1,43 x 10° | 0,109 x 10° 61 824 34384 1910
CV, [%] 3,0 3,5 4,1 8,1 3,8
sr [1U/kg] 1,36 x 10° | 0,069 x 10° 46 300 23 060 3614
R [IU/kg] 3,81 x 10 | 0,193 x 10° 129 640 64 568 10119
CVg [%] 8,0 6,2 8,6 15 20
L = liczba laboratoriow
n = liczba pojedynczych warto$ci
s, = odchylenie standardowe powtarzalnosci
sg = odchylenie standardowe odtwarzalnosci
r = powtarzalno§¢ wynikoéw
R = odtwarzalno$¢ wynikow

CV, = wspolczynnik zmienno$ci powtarzalnosci
CVy = wspolczynnik zmiennos$ci odtwarzalnosci

Untersuchungs- und Forschungsanstalten (VDLUFA).

(!) Przeprowadzone przez grupg robocza ds. pasz Verband Deutscher Landwirtschaftlicher
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Rysunek 1: Aparat do ekstrakciji (4.8)
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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.

B. OZNACZANIE WITAMINY E
Cel i zakres stosowania metody

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

Granica oznaczalnoéci metody wynosi 2 mg witaminy E/kg. Granica
oznaczalnosci jest osiggalna jedynie przy pomocy detektora fluorescen-
cyjnego. W przypadku detektora UV granica oznaczalnosci wynosi
10 mg/kg.

Sposob przeprowadzenia metody

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

Odczynniki i roztwory

Etanol, 6 = 96 %

Eter naftowy, zakres wrzenia od 40 do 60 °C

Metanol

Roztwor wodorotlenku potasu, ¢ = 50 g/100 ml

Roztwor askorbinianu sodu, ¢ = 10 g/100 ml (zob. objasnienia pkt 7.7)
Siarczek sodu, Na,S* x H,O (x =7 - 9)

Roztwor siarczku sodu, ¢ = 0,5 mol/l w glicerolu, p = 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). Doktadny wspotczynnik jest okreslony przez charakterystyke
stosowanej kolumny.

Azot wolny od tlenu

Octan DL-o-tokoferolu o specjalnej czystosci i certyfikowanej aktyw-
nosci

Roztwoér podstawowy octanu DL-a-tokoferolu: odwazy¢, z doktadnoscia
do 0,1 mg, 100 mg octanu DL-o-tokoferolu (3.10) do kolby miarowej
o pojemnosci 100 ml. Rozpusci¢ w etanolu (3.1) i uzupelni¢ do peinej
objetosci kolby tym samym rozpuszczalnikiem. 1 ml tego roztworu
zawiera 1 mg octanu DL-o-tokoferolu. (kontrola UV — zob. pkt 5.6.1.3;
stabilizacja — zob. objasnienia pkt 7.4).

DL-a-tokoferol o specjalnej czystosci i certyfikowanej aktywnosci

Roztwor podstawowy DL-a-tokoferolu: odwazy¢, z doktadnoscia do 0,1
mg, 100 mg DL-o-tokoferolu (3.11) do kolby miarowej o pojemnosci
100 ml. Rozpusci¢ w etanolu (3.1) i uzupehi¢ do pelnej objgtosci kolby
tym samym rozpuszczalnikiem. 1 ml tego roztworu zawiera 1 mg DL-o-
tokoferolu. (kontrola UV — zob. pkt 5.6.2.3; stabilizacja — zob. objas-
nienia pkt 7.4).

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

Aparatura i sprzet

Rotacyjna wyparka warstwowa
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4.2.

4.2.1.

4.2.2.

423.

4.2.4.

4.3.

4.4.

4.5.

4.5.2.

4.6.

4.7.

4.8.

4.8.1.

4.8.2.

5.1

5.2

Szkto laboratoryjne oranzowe
Kolby ptaskodenne 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 dtugosci ptaszcza 300 mm, z polaczeniami
szlifowanymi, z nasadka do podiaczenia gazu

Karbowany filtr bibutowy 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, Cg, wypel-
nienie 5 lub 10 pm lub réwnowazne

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 ekstrakcji (zob. rys. 1) zawierajacy:
Cylinder szklany o pojemnosci 1 1, ze szlifem i1 korkiem

Nasadke szklang ze szlifem z bocznikiem i ruchomg nastawna rurka
przesuwajaca si¢ przez S$rodek nasadki. Nastawna rurka musi mie¢
zakonczenie w ksztalcie litery U i przeciwlegly otwor skierowany ku
gorze, tak aby gorna warstwa cieczy w cylindrze mogta by¢ przeniesiona
do rozdzielacza stozkowego.

Sposob postepowania

Uwaga: Witamina E jest wrazliwa na $wiatto (UV) i utlenianie.
Wszystkie czynno$ci nalezy przeprowadza¢ bez dostgpu
$wiatla (z zastosowaniem szkla oranzowego lub szkla zabez-
pieczonego folig aluminiowa) i bez dostgpu tlenu (ptukanie
strumieniem azotu). Podczas ekstrakcji powietrze znad cieczy
nalezy zastapi¢ azotem (zapobiega¢ zbyt wysokiemu cis$nieniu,
zwalniajac od czasu do czasu korek).

Przygotowanie probki

Rozdrobni¢ probke tak, aby przesiewala si¢ przez oczka sita o $rednicy
1 mm, uwazajac, aby podczas rozdrabniania nie wydzielato si¢ ciepto.
Rozdrabnianie musi by¢ przeprowadzone tuz przed wazeniem i zmydla-
niem, gdyz w przeciwnym razie mogg wystapi¢ straty witaminy E.

Zmydlanie

W zaleznosci od zawartosci witaminy E odwazy¢, z doktadnoscia do
0,01 g, od 2 do 25 g probki do kolby ptaskodennej lub stozkowej
o pojemnosci 500 ml (4.2.1). Doda¢ kolejno, mieszajac, 130 ml etanolu
(3.1), okoto 100 mg BHT (3.12), 2 ml roztworu askorbinianu sodu (3.5)
i 2 ml roztworu siarczku sodu (3.6). Zatozy¢ chiodnice (4.3) na kolbe
i umiesci¢ kolbg na tazni wodnej z mieszadlem magnetycznym (4.7).
Ogrza¢ do wrzenia i skrapla¢ przez 5 minut. Nastepnie doda¢ 25 ml
roztworu wodorotlenku potasu (3.4) przez chtodnice (4.3) i skrapla¢
przez 25 minut, mieszajac pod powolnym przeptywem azotu. Nastepnie
sptuka¢ chtodnice okoto 20 ml wody i schlodzi¢ zawartos¢ kolby do
temperatury pokojowe;.
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5.3.

5.3.1

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
ekstrakcji (4.8). Sptukaé kolbg po zmydlaniu kolejno 25 ml etanolu (3.1)
i 100 ml eteru naftowego (3.2) i przenie$¢ popluczyny do rozdzielacza
lub do aparatu do ekstrakcji. Proporcja wody i etanolu w taczonych
roztworach musi wynosi¢ okoto 2:1. Wstrzgsa¢ 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).

Przemy¢ dwukrotnie potaczone ekstrakty w rozdzielaczu stozkowym
100 ml porcjami wody, ostroznie mieszajac, aby zapobiec powstawaniu
zawiesiny, a nastgpnie, wielokrotnie wstrzasajac, powtdrzy¢ przemy-
wanie kolejnymi 100 ml porcjami wody, az woda pozostanie bezbarwna
po dodaniu roztworu fenoloftaleiny (3.7) (wystarczy zwykle czterokrotne
przemycie). Aby usunaé suspensj¢ wodna, filtrowaé przemyty ekstrakt
przez suchy karbowany filtr do rozdzielania faz (4.4) do kolby miarowej
o pojemnosci 500 ml (4.2.2). Sptuka¢ rozdzielacz i filtr przy uzyciu 50
ml eteru naftowego (3.2), uzupelni¢ do pelnej objetosci kolby eterem
naftowym (3.2) i dobrze zmieszacé.

Ekstrakcja przy uzyciu aparatu do ekstrakcji (4.8)

Gdy warstwy zostang rozdzielone (zob. objasnienia pkt 7.3), zastgpié
korek szklanego cylindra (4.8.1) nasadka szklang ze szlifem (4.8.2)
i ustawi¢ nizszy koniec rurki w ksztatcie litery U tak, aby znajdowat
si¢ tuz ponad granica rozdziatu faz. Przez aplikacje cisnienia azotu
doptywajacego przez nasadke przenies¢ gorng 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 wstrzasnaé.
Pozostawi¢ do rozdzielenia si¢ faz i przenies¢ gorng warstwe do rozdzie-
lacza w sposob opisany powyzej. Powtorzy¢ postgpowanie ekstrakcyjne,
stosujac kolejng porcj¢ 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 sposob okreslony
w pkt 5.3.1 i postgpowac¢ w sposob tam okreslony.

Przygotowanie roztworu probki do HPLC

Pobra¢ pipeta podzielng cze$¢ roztworu eteru naftowego (z pkt 5.3.1 lub
5.3.2) do kolby gruszkowej o pojemnosci 250 ml (4.2.4). Odparowaé
rozpuszczalnik prawie do sucha na rotacyjnej wyparce prozniowej (4.1)
przy obnizonym ci$nieniu na }azni wodnej w temperaturze nie wyzszej
niz 40 °C. Przywrdci¢ ci$nienie atmosferyczne przez wpuszczenie azotu
(3.9) i zdja¢ kolbe z rotacyjnej wyparki prozniowej. Usunaé pozostaty
rozpuszczalnik strumieniem azotu (3.9) i szybko rozpusci¢ pozostatosé
w znanej obj¢tosci metanolu (10-100 ml) (3.3) (stezenie DL-a-tokofe-
rolu musi wynosi¢ od 5 pg/ml do 30 pg/ml).

Oznaczanie HPLC

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



02009R0152 — PL — 16.11.2020 — 007.001 — 80

5.6.
5.6.1.
5.6.1.1.

5.6.1.2.

5.6.1.3.

Zadozowaé podzielng czg$¢ roztworu metanolowego (np. 20 ul), otrzy-
manego w sposob okreslony w pkt 5.4, i wymywac faza ruchomg (3.8).
Obliczy¢ $rednie wysokosci (powierzchnie) pikow kilku kolejnych
dozowan tego samego roztworu probki i S$rednie wysokosci
(powierzchnie) pikow kilku dozowan kalibracyjnych roztwordéw (5.6.2).

Warunki HPLC

Ponizsze parametry podano jako przyktadowe; inne parametry moga by¢
zastosowane, o ile gwarantujg otrzymanie rownowaznych wynikow.

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

Faza ruchoma (3.8): Mieszanina metanolu (3.3) i wody np. 980
+20 (v +v).

Predkos¢ przeptywu: 1-2 ml/min

Detektor (4.5.2): detektor fluorescencyjny

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

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

Pobra¢ pipeta 25 ml podstawowego roztworu octanu DL-a-tokoferolu
(3.10.1) do kolby ptaskodennej lub stozkowej o pojemnosci 500 ml
(4.2.1) i hydrolizowa¢ w sposob okreslony w pkt 5.2. Nastepnie ekstra-
howa¢ eterem naftowym (3.2) w sposob okre§lony w pkt 5.3 i uzupehié
do pelnej objetosei kolby 500 ml eterem naftowym. Odparowaé prawie
do sucha 25 ml tego ekstraktu na rotacyjnej wyparce prozniowej (zob.
pkt 5.4), usunaé pozostaly rozpuszczalnik strumieniem azotu (3.9)
i ponownie rozpusci¢ pozostatos¢ 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. Roztwor wzorcowy
roboczy nalezy przygotowaé bezposrednio przed uzyciem.

Przygotowanie kalibracyjnych roztworow i krzywej
kalibracyjnej

Przenies¢ 1,0, 2,0, 4,0 i 10,0 ml roboczego roztworu wzorcowego do
kolb miarowych o pojemnosci 20 ml, uzupetni¢ do pelnej objetosci
kolby metanolem (3.3) i zmiesza¢. Nominalne st¢zenia tych roztworow
wynosza 2,5, 5,0, 10,0 i 25,0 pg/ml octanu DL-a-tokoferolu, co odpo-
wiada 2,28, 4,55, 9,10 i 22,8 pg/ml DL-a-tokoferolu.

Zadozowac kilka razy 20 pl kazdego roztworu kalibracyjnego i okresli¢
Srednie wysokos$ci (powierzchnie) pikéw. Wykorzystujac $rednie wyso-
kosci (powierzchnie) pikow, wykreslic krzywa kalibracyjna.

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

Rozcienczy¢ 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 wystgpi¢ przy 284 nm:
El% = 43,6 przy 284 nm w etanolu

1cm

Przy tym rozcienczeniu warto$¢ wygasnigcia musi wynosi¢ od 0,84 do
0,88.
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5.6.2.
5.6.2.1.

5.6.2.2.

5.6.2.3.

7.2.

7.3.

Wzorzec DL-a-tokoferolu
Przygotowanie roboczego roztworu wzorcowego

Pobra¢ pipeta 2 ml podstawowego roztworu wzorcowego DL-o-tokofe-
rolu (3.11.1) do kolby miarowej o pojemnosci 50 ml, rozpusci¢c w meta-
nolu (3.3) i uzupetni¢ do pelnej objetosci kolby metanolem. Nominalne
stezenie tego roztworu wynosi 40 pg DL-o-tokoferolu na 1 ml, co
odpowiada 44,0 pg octanu DL-a-tokoferolu na 1 ml. Wzorcowy roztwor
roboczy przygotowuje si¢ bezposrednio przed uzyciem.

Przygotowanie kalibracyjnych roztworow i krzywej
kalibracyjnej

Przenies¢ 1,0, 2,0, 4,0 i 10,0 ml roboczego roztworu wzorcowego do
kolb miarowych o pojemnosci 20 ml, uzupeti¢ do petnej objetosci kolb
metanolem (3.3) i zmiesza¢. Nominalne st¢zenia tych roztworow
wynoszg 2,0, 4,0, 8,0 i 20,0 pg/ml DL-a-tokoferolu, czyli 2,20, 4,40,
8,79 1 22,0 pg/ml octanu DL-a-tokoferolu.

Zadozowa¢ kilka razy 20 pl kazdego roztworu kalibracyjnego i okresli¢
Srednie wysokosci (powierzchnie) pikow. Wykorzystujac Srednie wyso-
kosci (powierzchnie) pikow, wykresli¢ krzywa kalibracyjna.

Standaryzacja UV roztworu podstawowego DL-a-
tokoferolu (3.11.1)

Rozcienczy¢ 2,0 ml roztworu podstawowego DL-o-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

1 cm

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

Obliczanie wynikow

Na podstawie s$redniej wysokosci (powierzchni) pikéw 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).

Zawartos¢ witaminy E w mg/kg probki oblicza si¢ wedlug nastgpuja-
cego wzoru:

500 x ¢ x 'V,

- k
w V. xm [mg/kg]

gdzie:

= stgzenie w pg/ml witaminy E (jako octan DL-a-tokoferolu)
w roztworze probki (5.4)
V; = objetos¢ w ml roztworu probki (5.4)

[¢)
|

V, = objetos¢ w ml podzielnej czgéci pobranej z roztworu probki,
o ktorym mowa w pkt 5.4

m = masa nawazki w g

Objasnienia

W przypadku probek o niskim stgzeniu witaminy E wskazane jest pota-
czenie ekstraktow eteru naftowego z 2 zmydlonych nawazek (o wadze
25 g kazda) w jeden roztwor probki przeznaczony do oznaczania HPLC.

Probka pobrana do analizy nie moze zawiera¢ wigcej niz 2 g tluszczu.

Jezeli nie dochodzi do rozdzielenia faz, doda¢ okoto 10 ml etanolu (3.1),
aby usungé¢ emulsje.
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7.4.

7.5.

7.6.

7.7.

7.8.

7.9.

Po pomiarze spektrofotometrycznym roztworu octanu DL-a-tokoferolu
lub DL-a-tokoferolu, wykonanym odpowiednio w sposob 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 roztwor przechowywac¢ w lodowce (nie dtuzej niz przez 4
tygodnie).

Zamiast BHT moze by¢ uzyty hydrochinon.

Przy zastosowaniu zwyktej kolumny mozliwe jest oddzielenie a-, B-, y-
i d-tokoferolu.

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

Zamiast roztworu siarczku sodu mozna zastosowac okoto 50 mg EDTA.

Octanowa witamina E ulega bardzo szybkiej hydrolizie w warunkach
zasadowych 1 dlatego jest ona wrazliwa na utlenianie, szczegélnie
w obecnosci takich pierwiastkow $ladowych jak zelazo lub miedz.
W przypadku oznaczania witaminy E w premiksach na poziomach
wyzszych niz 5000 mg/kg, konsekwencjg moze by¢ degradacja wita-
miny E. Dlatego tez do celow potwierdzenia zaleca si¢ metod¢ HPLC
obejmujaca enzymatyczny rozklad witaminy E bez zmydlania zasadg.

Powtarzalno$¢

Roéznica pomiedzy wynikami dwoch roéwnoleglych oznaczen wykona-
nych dla tej samej probki nie moze przekracza¢ 15 % wzgledem
wyzszego wyniku.

Wyniki badan miedzylaboratoryjnych (')

. Pasza z premi- Mieszanka Pasza bial- Pasza dla
Premiks paszowa .
ksem . kowa prosiat
mineralna

L 12 12 12 12 12
n 48 48 48 48 48
Srednia [mg/kg] 17 380 1187 926 315 61,3
s, [mg/kg] 384 45,3 25,2 13,0 2,3
r [mg/kg] 1075 126,8 70,6 36,4 6,4
CV, [%] 2,2 3,8 2,7 4,1 3,8
sg mg/kg] 830 65,0 55,5 18,9 7.8
R [mg/kg] 2324 182,0 155,4 52,9 21,8
CVg [%] 4,8 5,5 6,0 6,0 12,7
L = liczba laboratoriow
n = liczba pojedynczych wartosci
s, = odchylenie standardowe powtarzalno$ci
sg = odchylenie standardowe odtwarzalnosci
r = powtarzalnos¢ wynikow
R = odtwarzalno$¢ wynikow

CV, = wspolczynnik zmiennosci powtarzalnosci
CVy = wspbdlczynnik zmiennosci odtwarzalnosci

(!) Przeprowadzone przez grupg robocza ds. pasz Verband Deutscher Landwirtschaftlicher

Untersuchungs- und Forschungsanstalten (VDLUFA).
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Rysunek 1: Aparat do ekstrakciji (4.8)
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3.1

3.2

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.7.1.

3.8.

3.8.1.

C. OZNACZANIE PIERWIASTKOW SLADOWYCH: ZELAZA,
MIEDZI, MANGANU I CYNKU

Cel i zakres stosowania metody

Metoda stuzy do oznaczania zawarto$ci pierwiastkow sladowych zelaza,
miedzi, manganu i cynku w paszach. Dolne granice oznaczalnosci
metody wynosza dla:

— zelaza (Fe): 20 mg/kg,

— miedzi (Cu): 10 mg/kg,

— manganu (Mn): 20 mg/kg,

— cynku (Zn): 20 mg/kg.
Sposob przeprowadzenia metody

Probke wprowadza si¢ do roztworu kwasu chlorowodorowego po znisz-
czeniu ewentualnej substancji organicznej. Pierwiastki §ladowe: zelazo,
miedz, mangan i cynk sa oznaczane, po odpowiednim rozcienczeniu,
z uzyciem spektrometrii absorpcji atomowe;.

Odczynniki i roztwory
Uwagi wstepne

Do przygotowania odczynnikéw i roztworéw uzywanych w postepo-
waniu analitycznym stosuje si¢ wod¢ wolng od oznaczanych kationdw,
otrzymang w drodze podwdjnej destylacji w destylarce ze szkta borok-
rzemowego lub kwarcowego lub w wyniku podwdjnego traktowania na
Zywicy jonowymiennej.

Stosowa¢ odczynniki o czystosci co najmniej analitycznej. Nieobecnosé
oznaczanych pierwiastkow w stosowanych odczynnikach i roztworach
nalezy sprawdzaé poprzez $lepa probe. Odczynnik, jezeli to konieczne,
poddaje si¢ oczyszczeniu przed zastosowaniem.

Zamiast przygotowania wzorcowych roztworow opisanych ponizej
dopuszcza si¢ stosowanie innych dostgpnych wzorcowych roztworow,
pod warunkiem Ze maja 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 zelaza (Fe)
nizszej niz 1 mg/l i pozostatoéci po odparowaniu nizszej niz 10 mg (jako
siarczanu)/l.

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

Roztwor wzorcowy zelaza (1 000 pg Fe/ml) przygotowany w nastgpujacy
sposob lub rownowazny 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 obj¢tosci 1 1 woda.

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

Roztwor wzorcowy miedzi (1 000 pg Cu/ml) przygotowany w nastgpu-
jacy sposob lub rownowazny roztwor dostepny w handlu:

— rozpusci¢ 1 g sproszkowanej miedzi w 25 ml kwasu chlorowodoro-
wego o stgzeniu 6 mol/l (3.2), doda¢ 5 ml nadtlenku wodoru (3.6)
i uzupetni¢ do objgtosci 1 1 woda.

Roboczy roztwoér wzorcowy miedzi (10 pg Cu/ml) przygotowany przez
rozcienczenie roztworu wzorcowego miedzi (3.8) wodg w stosunku 1:9,
a nastepnie przez rozcienczenie jednej czesci uzyskanego roztworu woda
stosunku 1:9.
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3.9.

3.9.1.

3.10.1.

4.2.

4.3.

5.1
S5.1.1.
5.1.1.1.

Roztwor wzorcowy manganu (1 000 pg Mn/ml) przygotowany w naste-
pujacy sposob lub réwnowazny roztwor dostgpny w handlu:

— rozpusci¢ 1 g sproszkowanego manganu w 25 ml kwasu chlorowo-
dorowego o stezeniu 6 mol/l (3.2) i uzupehic¢ do objetosci 1 1 woda.

Roboczy roztwér wzorcowy manganu (10 pg Mn/ml) przygotowany
przez rozcienczenie roztworu wzorcowego manganu (3.9) woda
w stosunku 1:9, a nastgpnie przez rozcienczenie jednej czeéci uzyska-
nego roztworu wodg w stosunku 1:9.

Roztwor wzorcowy cynku (1 000 pg Zn/ml) przygotowany w nastepu-
jacy sposob lub rownowazny 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 uzupetni¢ do objetosci
1 1 woda.

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

Roztwor chlorku lantanu: rozpusci¢ 12 g tlenku lantanu w 150 ml wody,
doda¢ 100 ml kwasu chlorowodorowego o stgzeniu 6 mol/l (3.2)
i uzupetni¢ do objetosci 1 1 woda.

Aparatura i sprzet

Piec muflowy z regulacja temperatury i rejestratorem.

Naczynie szklane z odpornego borokrzemowego szkla; zalecane jest
stosowanie sprz¢tu wytacznie do oznaczania mikroelementow.

Spektrofotometr absorpcji atomowej o czulosci i precyzji w zakresie
prezentowanej metody.

Sposob postepowania (1)
Probki zawierajqce substancje organiczng
Spopielanie i przygotowanie roztworu do analizy(®

Odwazy¢, z doktadnoscia do 0,2 mg, od 5 do 10 g probki i umiescié
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 podwyz-
sza¢ temperaturg do 450 do 475 °C w czasie okoto 90 minut. Utrzy-
mywac t¢ temperature od 4 do 16 godzin, np. przez noc, aby usuna¢
zwigzki weglowe, nastgpnie otworzy¢ piec i pozostawi¢ do schlodzenia
(zob. uwaga d)).

(") Inne metody rozktadu moga by¢ stosowane, pod warunkiem, iz wykazano, ze zapewniaja

podobne wyniki (np. rozktad mikrofalami).

(®) Zielonki $wieze lub suszone moga zawiera¢ duze ilo$ci krzemionki roslinnej, ktora moze
zawiera¢ pierwiastki $ladowe i ktora trzeba usungé. Dlatego tez w przypadku analizy
probek takich pasz nalezy zastosowac nastepujace, zmodyfikowane postgpowanie. Poste-
powa¢ w sposOb okreslony w pkt 5.1.1.1 do etapu filtrowania. Nastgpnie nalezy
dwukrotnie wrzaca woda przemy¢ filtr papierowy zawierajacy nierozpuszczalng pozos-
tato$¢ 1 umiesci¢ w platynowym lub kwarcowym tyglu. Nalezy wlaczy¢ piec muflowy

4.1),

nastawi¢ temperatur¢ ponizej 550 °C i poczekaé, az catkowicie zniknie wszelki

material zawierajacy wegiel. Pozostawi¢ do ostygnigcia, dodaé¢ kilka kropli wody,
a nastgpnie 10-15 ml kwasu fluorowodorowego (3.4) i odparowa¢ do osiagnigcia
suchoéci w temperaturze okoto 150 °C. Je$li w pozostato$ciach pozostanie krzemionka,
to nalezy ponownie rozpusci¢ t¢ pozostatos¢ w kilku mililitrach kwasu fluorowodoro-
wego (3.4) i odparowac az do osiagniecia suchosci. Dodaé pigé 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 podgrzaé, przefiltrowaé roztwor do
kolby miarowej o pojemnosci 250 ml i dopelni¢ woda do pelnej objetosci (stgzenie HCI
okoto 0,5 mol/l). Nastgpnie nalezy wykona¢ oznaczenie zgodnie z pkt 5.1.2.
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5.1.1.2.

5.1.2.
5.1.2.1.

Zwilzy¢ spopielate pozostatosci woda i przenie$é do zlewki o pojemnosci
250 ml. Przemy¢ tygiel z uzyciem okoto 5 ml kwasu chlorowodorowego
(3.1) i dodawa¢ kwas powoli i ostroznie do zlewki (moze zaj$¢ gwat-
towna reakcja w wyniku powstania CO,). Dodawa¢ kroplami kwas
chlorowodorowy (3.1) mieszajac do zaniku burzenia si¢ mieszaniny.
Odparowa¢ do sucha, od czasu do czasu mieszajac szklang bagietka.

Nastgpnie doda¢ do pozostatosci 15 ml kwasu chlorowodorowego
o stgzeniu 6 mol/l (3.2), a nastepnie okoto 120 ml wody. Zamieszaé
szklang bagietks, ktorg nalezy pozosta¢é w zlewce, i przykry¢ zlewke
szkietkiem zegarkowym. Doprowadzi¢ ostroznie do wrzenia i pozostawic¢
w tym stanie az do calkowitego rozpuszczenia rozpuszczalnych czastek
popiotu. Przefiltrowaé przez bezpopiotowy filtr i zebraé filtrat w kolbie
miarowej o pojemno$ci 250 ml. Sptukaé zlewke i filtr z uzyciem 5 ml
goracego kwasu chlorowodorowego o stezeniu 6 mol/l (3.2) i dwukrotnie
wrzacg wodg. Uzupethi¢ kolbe miarowg do pelnej objetosci woda tak,
aby uzyskaé stezenie HCI okoto 0,5 mol/l.

Jezeli pozostatos¢ na filtrze jest czarna (wegiel), wstawi¢ z powrotem do
pieca i ponownie spopiela¢ w temperaturze od 450 do 475 °C. Spopie-
lanie, ktore wymaga kilku godzin (od trzech do pigciu), uwaza si¢ za
zakonczone, gdy popiét ma barwe biatg lub biatawa. Rozpusci¢ pozos-
tato§¢ w okoto 2 ml kwasu chlorowodorowego (3.1), odparowac do
sucha i doda¢ 5 ml kwasu chlorowodorowego o stezeniu 6 mol/l (3.2).
Podgrzac, przefiltrowaé roztwor do kolby miarowej i uzupetni¢ do pelnej
objetosci kolby woda tak, aby uzyskac stezenie HCI okoto 0,5 mol/l.

Uwagi:

a) Przy oznaczaniu pierwiastkow $ladowych nalezy postgpowac tak, aby
nie dopuséci¢ do zanieczyszczenia, zwlaszcza cynkiem, miedzig
i zelazem. Dlatego sprzet stosowany podczas przygotowania probki
musi by¢ wolny od zanieczyszczen tymi metalami.

W celu zmniejszenia ogdlnego ryzyka zanieczyszczenia wykonywaé
oznaczenie w $rodowisku wolnym od kurzu, doktadnie czyszczac
wyposazenie i myjac naczynia szklane. Zwlaszcza przy oznaczaniu
cynku wystepuje ryzyko zanieczyszczen, np. z naczynia szklanego,
odczynnikow, kurzu.

b) Masg probki, ktora ma by¢ spopielona, szacuje si¢ na podstawie
przyblizonej zawartosci pierwiastka $ladowego w paszy, w stosunku
do czulo$ci stosowanego spektrofotometru. W przypadku pasz
ubogich w pierwiastki §ladowe moze zaistnie¢ konieczno$¢ rozpo-
czecia oznaczania od odwazenia od 10 do 20 g probki i sporzadzenia
roztworu o koncowej objetosci 100 ml.

c) Spopielanie nalezy przeprowadza¢ w zamknigtym piecu bez dostepu
powietrza lub tlenu.

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

Spektrofotometryczne oznaczanie
Przygotowanie roztworow do kalibracji

Dla kazdego z oznaczanych pierwiastkow s$ladowych przygotowac,
z roboczych roztworéw wzorcowych okreslonych w pkt 3.7.1, 3.8.1,
3.9.1 i 3.10.1, roztwory do kalibracji o stgzeniu kwasu chlorowodoro-
wego okoto 0,5 mol/l i — w przypadku zelaza, manganu i cynku —
chlorek lantanu o stezeniu 0,1 % La (w/v).

Wybrane stezenia pierwiastkow sladowych musza miesci¢ sie¢ w zakresie
czutosci stosowanego spektrofotometru. W ponizszych tabelach podano
przyktadowy sklad typowych zakresow stezen kalibracyjnych
roztworow; w zalezno$ci od typu i czulo$ci stosowanego spektrofoto-
metru moze zachodzi¢ konieczno$¢ wyboru innych stezen.
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Zelazo
pg Fe/ml 0 0,5 1 2 3 4 5
ml roboczego roztworu wzorco- 0 0,5 1 2 3 4 5
wego (3.7.1) (1 ml= 100 pg Fe)
ml HCI (3.2) 7 7 7 7 7 7 7

+ 10 ml roztworu chlorku lantanu (3.11) i uzupeli¢ do objgtosci 100 ml woda.

Miedz
pg Cu/ml 0 0,1 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
ml roboczego roztworu wzorco- 0 1 2 4 6 8 10
wego (3.8.1) (1 ml= 10 pg Cu)
ml HCI (3.2) 8 8 8 8 8 8 8
Mangan
pg Mn/ml 0 0,1 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
ml roboczego roztworu wzorco- 0 1 2 4 6 8 10
wego (3.9.1) (1 ml= 10 pug Mn)
ml HCI (3.2) 7 7 7 7 7 7 7

+ 10 ml roztworu chlorku lantanu (3.11) i uzupei¢ do objgtosci 100 ml woda.

Cynk
pg Zn/ml 0 0,05 | 0,1 0,2 0,4 0,6 0,8
ml roboczego roztworu wzorco- 0 0,5 1 2 4 6 8
wego (3.10.1) (1 ml= 10 ug Zn)
ml HCl (3.2) 7 7 7 7 7 7 7

+ 10 ml roztworu chlorku lantanu (3.11) i uzupeli¢ do objgtosci 100 ml woda.

5.1.22. Przygotowanie roztworu do analizy

W przypadku oznaczania miedzi moze by¢ wykorzystany roztwor przy-
gotowany w sposob okreslony w pkt 5.1.1. W przypadku koniecznosci
dostosowania jego stezenia do zakresu stezen kalibracyjnych roztworow,
pobra¢ pipeta podzielng czes¢ roztworu do kolby miarowej o pojemnosci
100 ml i uzupetni¢ do petnej objetosci kolby kwasem chlorowodorowym
o stgzeniu 0,5 mol/l (3.3).

Przy oznaczaniu zelaza, manganu i cynku pobra¢ pipeta podzielng czesé
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) 1 uzupemi¢ do pelnej objetosci kolby kwasem chlorowodorowym
o stezeniu 0,5 mol/l (3.3) (zob. objasnienia pkt 8).

5.123. Slepa préba

Slepa probe przeprowadzié zgodnie z kolejnoscia wykonywania czyn-
nosci metody, pomijajac te czynnosci, w ktoérych material probki zostat
pominiety. Nie stosowac roztworu kalibracyjnego ,,0” jako §lepej proby.

5.1.24. Pomiar absorpcji atomowej

Zmierzy¢ absorpcje atomowa kalibracyjnych roztworéw i badanego
roztworu z uzyciem utleniajacego ptomienia powietrzno-acetylenowego
przy nastepujacych dlugos$ciach fal:

Fe: 248,3 nm

Cu: 324,8 nm
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5.2.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

Mn: 279,5 nm
Zn: 213,8 nm
Kazdy pomiar przeprowadzi¢ czterokrotnie.

Pasze mineralne

Jezeli probka paszy nie zawiera substancji organicznych, wczes$niejsze
spopielanie nie jest konieczne. Postgpowaé w sposob okreslony w pkt
5.1.1.1, poczynajac od akapitu drugiego. Mozna poming¢ etap odparo-
wania z kwasem fluorowodorowym.

Obliczanie wynikow

Przy zastosowaniu krzywej kalibracyjnej obliczy¢é zawarto$¢ oznacza-
nego pierwiastka sladowego w roztworze do analizy i wyrazi¢ wynik
w mg pierwiastka $ladowego na kg probki (ppm).

Powtarzalnos$¢
Roéznica pomiedzy wynikami dwoch rownoleglych oznaczen wykona-

nych dla tej samej probki nie moze przekraczac:

— 5 mg/kg wartoéci bezwzglednej, dla zawartosci pierwiastka $lado-
wego nie wyzszej niz 50 mg/kg,

— 10 % wyzszego wyniku, dla zawarto$ci pierwiastka sladowego od 50
do 100 mg/kg,

— 10 mg/kg wartosci bezwzglednej, dla zawartosci pierwiastka $lado-
wego od 100 do 200 mg/kg,

— 5% wyzszego wyniku, dla zawartosci pierwiastka $ladowego
wyzszej niz 200 mg/kg.

Objasnienia

Obecno$¢ znacznych ilosci fosforanow moze interferowa przy ozna-

czaniu zelaza, manganu i cynku. Takie interferencje nalezy skorygowaé

przez dodanie chlorku lantanu (3.11). Jezeli jednak w probce stosunek

wagowy Ca + Mg/P jest > 2, to dodanie roztworu chlorku lantanu (3.11)

do analizowanego roztworu i kalibracyjnych roztworow moze by¢ pomi-

nigte.

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 oznaczalno$ci wynosi 1 mg/kg.

Sposéb przeprowadzenia metody

Po potraktowaniu gorgcg woda halofuginon ekstrahuje si¢ w postaci
wolnej zasady w octanie etylowym, a nastgpnie rozdziela jako chloro-
wodorek w wodnym roztworze kwasu. Ekstrakt jest oczyszczany z wyko-
rzystaniem chromatografii jonowymiennej. Zawarto$¢ halofuginonu
okresla si¢ metodg 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.
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3.6.

3.6.1.

3.6.2.

3.7.

3.8.

3.9.

3.20.

3.21.

Substancja wzorcowa halofuginonu (DL-trans-7-bromo-6-chloro-3-[3-(3-
hydroksy-2-piperydylo)acetonylo]-chinazoliny-4-(3H)-1 bromowodorek,
E 764).

Roztwoér wzorcowy podstawowy halofuginonu, 100
pg/ml

Odwazy¢, z doktadnoscia do 0,1 mg, 50 mg halofuginonu (3.6) do kolby
miarowej o pojemnos$ci 500 ml, rozpusci¢ w roztworze buforu octanu
amonu (3.18), uzupetni¢ do pelnej objgtosci kolby roztworem buforu
i zmiesza¢. Roztwor zachowuje stabilno$¢ do 3 tygodni, jezeli jest prze-
chowywany bez dostepu $wiatla w temperaturze 5 °C.

Roztwory kalibracyjne

Do partii kolb miarowych o pojemnosci 100 ml przenie$¢ kolejno 1,0,
2,0, 3,0, 4,0 i 6,0 ml roztworu wzorcowego podstawowego halofuginonu
(3.6.1). Uzupetni¢ do pelnej objetosci kolb faza ruchoma (3.21) i zmie-
sza. Roztwory te odpowiadaja odpowiednio 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 i 6,0
pg/ml halofuginonu. Roztwory te przygotowaé bezposrednio przed
uzyciem.

Kwas chlorowodorowy (p o = okoto 1,16 g/ml).

Metanol.

Azotan srebra.

Askorbinian sodu.

Weglan sodu.

Chlorek sodu.

EDTA (etylenodwuaminoczterooctowy kwas, sl dwusodowa).

Woda do HPLC.

Roztwor weglanu sodu, ¢ = 10 g/100 ml.

Roztwor chlorku sodu nasyconego weglanem sodu, ¢ = 5g/100 ml.

Rozpusci¢ 50 g weglanu sodu (3.11) w wodzie, rozcienczy¢ do objetosci
1 11 doda¢ chlorek sodu (3.12), az do otrzymania roztworu nasyconego.

Kwas chlorowodorowy, stezenie okoto 0,1 mol/l.
Rozcieficzy¢ 10 ml HCI (3.7) woda do objetosci 1 1.
Roztwér buforu octanu amonu, okoto 0,25 mol/l.

Rozpusci¢ 19,3 g octanu amonu (3.3) i 30 ml kwasu octowego (3.5)
w wodzie (3.14), i rozcienczy¢ do objetosci 1 1.

Przygotowanie zywicy Amberlit XAD-2.

Zywice (3.2) przemywaé odpowiednig iloscia wody az do zaniku
wszystkich jonéw chlorku, co sprawdza si¢ roztworem azotanu srebra
(3.20) w odrzucanej fazie wodnej. Nastgpnie przemy¢ zywice 50 ml
metanolu (3.8), odrzuci¢ metanol i przechowywac¢ zywicg w $wiezym
metanolu.

Roztwoér azotanu srebra okoto 0,1 mol/l.
Rozpusci¢ 0,17 g azotanu srebra (3.9) w 10 ml wody.
Faza ruchoma HPLC.

Zmiesza¢ 500 ml acetonitrylu (3.1) z 300 ml roztworu buforu octanu
amonu (3.18) i 1200 ml wody (3.14). Przy uzyciu kwasu octowego
(3.5) dostosowac pH do 4,3. Przefiltrowaé przez filtr membranowy 0,22
pm (4.8), a nastepnie odgazowaé roztwor (np. przy zastosowaniu tazni
ultradzwickowej przez 10 minut). Roztwor zachowuje stabilnosé¢ do
miesigca, jezeli jest przechowywany w zamknigtym naczyniu, bez
dostepu $wiatha.



02009R0152 — PL — 16.11.2020 — 007.001 — 90

4.2.

4.3.

4.4.

44.1.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

5.1

5.1.1.

5.2.

Aparatura i sprzet

Laznia ultradzwickowa
Rotacyjna wyparka warstwowa
Wirowka

Wyposazenie do HPLC z detektorem UV o zmiennej dhugosci fali
miarowej lub z detektorem diodowym

Kolumna do chromatografii cieczowej o wymiarach 300 mm X 4 mm,
Cis, wypehienie 10 pm lub réwnowazne

Kolumna szklana o wymiarach 300 mm x 10 mm z kranem i filtrem ze
spiekanego szkta

Filtry z widknem szklanym o $rednicy 150 mm
Filtry membranowe, 0,45 um
Filtry membranowe, 0,22 um

Sposéb postepowania

Uwaga: Halofuginon w formie wolnej zasady jest niestabilny w roztwo-
rach zasadowych i octanu etylowego. Nie moze on pozostawac
w octanie etylu dtuzej niz przez 30 minut.

Wskazowki ogolne

Slepa, probe paszy nalezy przeanalizowa¢ w celu sprawdzenia, czy nie
zawiera ona halofuginonu i innych substancji interferujacych.

Badanie odzysku nalezy przeprowadzi¢, analizujac $lepa probe paszy
fortyfikowanej przez dodanie znanej ilosci halofuginonu, o wadze zbli-
zonej do tej, ktora znajduje si¢ w analizowanej probce. Aby fortyfi-
kowaé¢ na poziomie 3 mg/kg, doda¢ 300 pl podstawowego roztworu
wzorcowego (3.6.1) do 10 g slepej proby paszy, zmieszac i pozostawié
na 10 minut przed przej$ciem do etapu ekstrakcji (5.2).

Uwaga: dla celow niniejszej metody S$lepa proba paszy musi byc
podobna do badanej probki, a jej analiza nie moze potwierdzac¢
obecnosci halofuginonu.

Ekstrakcja

Odwazy¢, z doktadnoscia do 0,1 g, 10 g przygotowanej probki i umiescié
w probowce wirdwkowej o pojemnosci 200 ml. Doda¢ 0,5 g askorbi-
nianu sodu (3.10), 0,5 g EDTA (3.13), 20 ml wody i zmieszac.
Probowke umieéci¢ na 5 minut w tazni wodnej o temperaturze 80 °C.
Po schlodzeniu do temperatury pokojowej doda¢ 20 ml roztworu
weglanu sodu (3.15) i zmiesza¢. Niezwlocznie doda¢ 100 ml octanu
etylowego (3.4) i rgcznie, energicznie wstrzasa¢ przez 15 sekund.
Nastepnie umiesci¢ probowke w tazni ultradzwigkowej (4.1) na 3
minuty i odkorkowaé. Wirowaé przez 2 minuty i zdekantowaé fazg
octanu etylowego przez filtr z wtoknem szklanym (4.6) do rozdzielacza
o pojemnosci 500 ml. Powtorzy¢ ekstrakcje tej probki druga porcja 100
ml octanu etylowego. Przemywaé polaczone ekstrakty przez minutg 50
ml roztworu chlorku sodu nasyconego weglanem sodu (3.16) i odrzucié
warstwe wodna.

Warstwe organiczng ekstrahowa¢ przez minute 50 ml kwasu chlorowo-
dorowego (3.17). Dolna kwasowa warstwe spusci¢ do rozdzielacza
o pojemnosci 250 ml. Przez 1,5 minuty powtarza¢ ekstrakcje warstwy
organicznej przy uzyciu kolejnej ilosci 50 ml kwasu chlorowodorowego
i polaczyé z ekstraktem uzyskanym z pierwszego procesu. Przemyc
potaczone ekstrakty kwasu, wirujac z 10 ml octanu etylowego (3.4)
przez okoto 10 sekund.
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5.3.
5.3.1.

5.4.
5.4.1.

5.4.2.

Warstwe wodng przenie$¢ ilociowo do kolby okraglodennej o pojem-
nosci 250 ml i odrzuci¢ warstwe organiczng. Znajdujacy si¢ jeszcze
w roztworze kwasu octan etylowy odparowa¢ na rotacyjnej wyparce
warstwowe] (4.2). Temperatura wody w lazni nie moze przekraczac
40 °C. Pozostaly octan etylu zostanie usuniety w prozni o cisnieniu
okolo 25 mbar i temperaturze 38 °C, w czasie 5 minut.

Oczyszczanie
Przygotowanie kolumny z Amberlitem

Dla kazdej probki ekstraktu przygotowaé kolumng XAD-2. Przygoto-
wany Amberlit o masie 10 g (3.19) umiesci¢ w szklanej kolumnie
(4.5) z metanolem (3.8). Wprowadzi¢ maly zwitek szklanej waty
w gorng czg$¢ podloza zywicy. Wydrenowaé¢ metanol z kolumny,
a nastgpnie przemy¢ zywicg 100 ml wody, zatrzymujac proces, gdy
ciecz dosiegnie goérnej czesci powierzchni zywicy. Pozostawi¢ kolumne
do ustabilizowania na 10 minut przed uzyciem. Nie dopusci¢ do
osuszenia kolumny.

Oczyszczanie probki

Uzyskany ekstrakt (5.2) przenie$¢ iloSciowo na gorng powierzchni¢
kolumny z Amberlitem (5.3.1) i eluowaé, odrzucajac eluent. Prgdkos¢
elucji nie moze przekracza¢ 20 ml/min. Przemy¢ kolb¢ okragtodenng 20
ml kwasu chlorowodorowego (3.17). Uzy¢ tego kwasu do przemycia
kolumny z Zywica. Usuna¢ pozostatosci roztworu kwasu strumieniem
powietrza. Wyla¢ poptuczyny. Doda¢ 100 ml metanolu (3.8) na kolumng
i pozostawi¢ od 5 do 10 ml w celu wymycia, zebra¢ eluent w kolbe
okragtodenng o pojemnosci 250 ml. Pozostawi¢ pozostaty metanol na 10
minut w celu ustabilizowania z zZywica, a nastgpnie kontynuowac elucjg,
ktorej predkos¢ nie moze przekracza¢ 20 ml/min, zbierajac eluent do tej
samej kolby okragtodennej. Odparowa¢ metanol na rotacyjnej wyparce
(4.2), przy czym temperatura wody w taZni nie moze by¢ wyzsza niz
40 °C. Za pomocg fazy ruchomej (3.21) przenie$¢ ilosciowo pozostatosé
do kolby miarowej o pojemnosci 10 ml. Uzupeli¢ do pelnej objetosci
kolb fazag ruchoma i zmiesza¢. Podzielna czgs¢ jest filtrowana przez filtr
membranowy (4.7). Roztwér zastosowaé¢ do oznaczania HPLC (5.4).

Oznaczanie HPLC
Parametry

Ponizsze parametry podano jako przyktadowe; inne parametry moga by¢
zastosowane, o ile gwarantujg otrzymanie rownowaznych wynikow.

Kolumna do chromatografii cieczowej (4.4.1)
Faza ruchoma do HPLC (3.21)

Predkosé przeptywu: od 1,5 do 2 ml/min
Dlugos¢ fali przy detekcji: 243 nm
Dozowana objetosé: od 40 do 100 pl

Sprawdzi¢ stabilno$¢ systemu chromatograficznego, dozujac kilka razy
roztwor kalibracyjny (3.6.2) o stg¢zeniu 3 pg/ml, az do uzyskania statych
wysokosci (powierzchni) piku i czasow retencji.

Krzywa kalibracyjna

Zadozowa¢ kilka razy kazdy z roztworéw kalibracyjnych (3.6.2) i okre-
sli¢ wysokosci (powierzchnie) piku dla kazdego stezenia. Wykresli¢
krzywa kalibracyjna, odkladajac $rednie wysokosci (powierzchnie)
pikow kalibracyjnych roztworow na osi rzednych oraz odpowiadajace
im stezenia w pg/ml na osi odcigtych.
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5.4.3.

Roztwor probki

Zadozowac kilka razy ekstrakt probki (5.3.2) stosujac takg samg objetosé
jak przy kalibracyjnych roztworach, i okresli¢ s$rednia wysokosé
(powierzchnig¢) piku dla pikéw halofuginonu.

Obliczanie wynikow

Na podstawie S$redniej wysokosci (powierzchni) pikow halofuginonu
roztworu probki, okreslic stezenie roztworu probki w pg/ml, odnoszac
si¢ do krzywej kalibracyjnej (5.4.2).

Zawartos¢ halofuginonu w mg/kg w probee oblicza si¢ wedtug nastepu-
jacego wzoru:

cx 10
w =

m

gdzie:

¢ = stezenie w pg/ml halofuginonu w roztworze probki
m = masa nawazki w g

Sprawdzenie wynikoéw
Sprawdzanie tozsamosci

Tozsamos$¢ analitu moze by¢ potwierdzona przez kochromatografie lub
zastosowanie detektora diodowego, przy uzyciu ktérego porownuje si¢
widma ekstraktu probki i roztworu kalibracyjnego (3.6.2) zawierajacego
6,0 pg/ml.

Kochromatografia

Ekstrakt probki jest fortyfikowany przez dodanie odpowiedniej ilosci
roztworu kalibracyjnego (3.6.2). Ilos¢ dodanego halofuginonu musi
by¢ podobna do tej w ekstrakcie probki.

Po uwzglednieniu zaré6wno dodanej ilosci, jak i stopnia rozcienczenia
ekstraktu, zwigkszy¢ si¢ moze tylko wysokos¢ piku halofuginonu. Szero-
kos¢ piku w potowie jego wysokosci musi miesci¢ si¢ w granicach
+ 10 % pierwotnej szerokosci.

Detekcja diodowa

Wyniki sprawdza si¢ wedtug nastgpujacych kryteriow:

a) dlugos¢ fali odpowiadajgca maksymalnej absorpcji probki i widm
wzorcowych zapisana w punkcie wierzchotka piku zarejestrowanego
na chromatogramie musi by¢ taka sama, po uwzglgdnieniu marginesu
okreslonego zdolnoscia rozdzielcza systemu detekcji. W przypadku
detekcji diodowej zdolnos$¢ rozdzielcza miesci si¢ zazwyczaj w grani-
cach £2 nm;

b) w zakresie pomiedzy 225 a 300 nm probka i widma wzorcowe
zapisane w punkcie wierzchotka piku na chromatogramie nie moga
si¢ 10zni¢ dla tych czgsci widma w zakresie od 10 do 100 %
wzglednej absorbancji. Kryterium uwaza si¢ za spelnione, jezeli
wystepuja te same maksymalne warto$ci i w ramach zadnego z obser-
wowanych punktow rozbiezno§¢ miedzy dwoma widmami nie jest
wieksza niz 15 % absorbancji wzorcowego analitu;

c) w zakresie od 225 do 300 nm widma warto$ci rosngcych, szczyto-
wych i malejacych ekstraktu probki nie moga réznic si¢ od siebie dla
tych czeSci widma w zakresie od 10 do 100 % absorbancji
wzglednej. Kryterium uwaza si¢ za spelnione, jezeli wystepuja te
same maksymalne wartosci i w ramach zadnego z obserwowanych
punktéw rozbiezno$¢ migdzy widmami nie jest wyzsza niz 15 %
widma wartosci szczytowe;.
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7.2.

7.3.

3.2

Jezeli jedno z tych kryteriow nie jest spetnione, obecno$¢ analitu nie jest
potwierdzona.

Powtarzalnosé¢

Roéznica pomigdzy wynikami 2 réwnoleglych oznaczen wykonanych dla
tej samej probki nie moze przekracza¢ 0,5 mg/kg dla zawartosci halo-
fuginonu do 3 mg/kg.

Odzysk

W przypadku fortyfikowanej $lepej proby odzysk nie moze byé
mniejszy niz 80 %.

Wyniki badan miedzylaboratoryjnych

W ramach wspoétpracy o$miu laboratoriow przeprowadzono analizg (1)
trzech probek.

Wyniki
Probka A
(Sllff;) Prébka B (maczka) Prébka C (granulki)
odbiorze
Przy Po 2 miesia- Przy Po 2 miesia-
odbiorze cach odbiorze cach
Srednia [mg/kg] N.W. 2,80 2,42 2,89 2,45
Sr [mg/kg] — 0,45 0,43 0,40 0,42
CVy [%] — 16 18 14 17
Odzysk [%] 86 74 88 75
N.W. = nie wykryto
Sk = odchylenie standardowe powtarzalno$ci
CVy = wspofczynnik zmiennosci 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
oznaczalnosci wynosi 5 mg/kg.

Sposob przeprowadzenia metody

Probke poddaje si¢ ekstrakcji zakwaszonym metanolem. Ekstrakt osusza
si¢, a podzielng cze$¢ oczyszcza na kolumnie z tlenkiem glinu. Robeni-
dyn¢ z kolumny wymywa si¢ metanolem, zatgza i uzupehia do odpo-
wiedniej objetosci fazag ruchoma. Robenidyng¢ oznacza si¢ metoda chro-
matografii cieczowej (HPLC) z odwréconymi fazami przy uzyciu detek-
tora UV.

Odczynniki i roztwory

Metanol
Zakwaszony metanol

W kolbie miarowej o pojemnosci 500 ml umiesci¢ 4 ml kwasu chloro-
wodorowego (p o = 1,18 g/ml), uzupetni¢ do peinej objetosci kolby
metanolem (3.1) i zmiesza¢. Roztwor nalezy przygotowac bezposrednio
przed uzyciem.

(") ,,The Analyst” 108 z 1983 r., s. 1 2521 256
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3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

3.9.1.

3.9.2.

3.9.3.

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 aktywno$ci kwasowej do chromatografii

100 g tlenku glinu umiesci¢ w naczyniu i doda¢ 2 ml wody. Naczynie
zakorkowac¢ 1 wstrzasa¢ przez okoto 20 minut. Przechowywaé¢ w dobrze
zamknig¢tym naczyniu.

Roztwor 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, uzupeti¢ do pelnej objetosci
kolby i zmieszac.

Roztwor wodorofosforanu dwusodu, ¢ = 0,025 mol/l

Rozpusci¢ 3,55 g bezwodnego lub 4,45 g dwuhydratu, lub 8,95 g deka-
hydratu wodorofosforanu dwusodu w wodzie do HPLC w kolbie
miarowej o pojemnosci 1 1, uzupelni¢ do pelnej objetosci kolby woda
do HPLC i zmieszaé.

Faza ruchoma do HPLC

Zmiesza¢ 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).

Filtrowa¢ przez filtr 0,22 um (4.6) i odgazowaé roztwor, np. poprzez
zastosowanie ultradzwigkéw przez 10 minut.

Substancja wzorcowa

Czysta robenidyna: chlorowodorek 1,3-bis[(4-chlorobenzylideno)amino]
guanidyny.

Roztwor wzorcowy podstawowy robenidyny: 300 pg/ml

Odwazy¢, z doktadnoscig do 0,1 mg, 30 mg substancji wzorcowej robe-
nidyny (3.9). Rozpusci¢c w zakwaszonym metanolu (3.2) w kolbie
miarowej o pojemnosci 100 ml, uzupetni¢ do pelnej objetosci kolby
tym rozpuszczalnikiem i zmiesza¢. Kolbg owina¢ foliag aluminiowa
i przechowywa¢ w ciemnym miejscu.

Roztwdér wzorcowy posredni robenidyny: 12 pg/ml

Przenies¢ 10,0 ml roztworu wzorcowego podstawowego (3.9.1) do kolby
miarowe]j o pojemnosci 250 ml, uzupehié do pelnej objetosci kolby faza
ruchomg (3.8) i zmiesza¢. Kolbe owingé folig aluminiowa i przecho-
wywa¢ w ciemnym miejscu.

Roztwory kalibracyjne

Do kolb miarowych o pojemnosci 50 ml przenies¢ 5,0, 10,0, 15,0, 20,0
i 250 ml roztworu wzorcowego posredniego robenidyny (3.9.2).
Uzupehi¢ do petnej objetosci kolb faza ruchomag (3.8) i zmieszac.
Roztwory te odpowiadaja odpowiednio 1,2, 2,4, 3,6, 4,8 i 6,0 ng/ml
robenidyny. Roztwory te przygotowaé bezposrednio przed uzyciem.

Woda do HPLC
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4.2.

43.

4.4.

44.1.

4.5.

4.6.

4.7.

5.1

5.1.1.

5.1.2.

5.2.

5.3.

5.3.1.

Aparatura i sprzet

Kolumna szklana

Przygotowa¢ kolumneg ze szkla oranzowego o $rednicy wewnetrznej od
10 do 15 mm i dtugosci 250 mm, wyposazong w kran i zbiorniczek
o pojemnosci okoto 150 ml.

Wstrzasarka mechaniczna lub mieszadto magnetyczne
Rotacyjna wyparka warstwowa

Wyposazenie do HPLC z detektorem UV lub diodowym pracujacym
w zakresie od 250 do 400 mm

Kolumna do chromatografii cieczowej: 300 mm x 4 mm, C;g, wypel-
nienie 10 um lub rownowazne

Filtr szklany (Whatman GF/A lub podobny)
Filtry membranowe, 0,22 pm
Filtry membranowe, 0,45 um

Sposéb postepowania

Uwaga: Robenidyna jest wrazliwa na $wiatlo. Wszystkie czynnoSci
nalezy przeprowadzaé z zastosowaniem szkla oranzowego.

Wskazowki ogolne

Slepa probe paszy nalezy przebadaé w celu sprawdzenia, czy nie
zawiera robenidyny ani innych substancji interferujacych.

Badanie odzysku nalezy przeprowadzi¢, analizujac $lepa probe paszy
(5.1.1) fortyfikowanej przez dodanie znanej ilosci robenidyny,
o wadze zblizonej do tej, ktora znajduje si¢ w probce. Aby fortyfikowaé
na poziomie 60 mg/kg, przenies¢ 3 ml roztworu wzorcowego podstawo-
wego robenidyny (3.9.1) do kolby stozkowej o pojemnosci 250 ml.
Odparowaé roztwér w strumieniu azotu do okoto 0,5 ml. Doda¢ 15 g
Slepej proby paszy, zmieszaC i pozostawi¢ na 10 minut przed przej$ciem
do etapu ekstrakcji (5.2).

Uwaga: Slepa proba paszy musi by¢ podobna do badanej probki, a jej
analiza nie moze potwierdza¢ obecnosci robenidyny.

Ekstrakcja

Odwazy¢, z dokladnoscia do 0,01 g, 15 g wczesniej przygotowanej
probki. Odwazke umiesci¢c 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 o pojemnosci 150 ml. Dodaé
7,5 g sita molekularnego (3.4), zamkna¢ i1 wstrzasa¢ przez 5 minut.
Natychmiast filtrowac przez filtr szklany. Roztwor poddaé oczyszczaniu,
w sposob okreslony w pkt 5.3.

Oczyszczanie
Przygotowanie kolumny z tlenkiem glinu

Umiesci¢ w dolnym konicu szklanej kolumny chromatograficznej (4.1)
zwitek szklanej waty 1 wbié ja, uzywajac szklanego precika. Odwazy¢
11,0 g tlenku glinu (3.5) i przenies¢ do kolumny. Czynnos¢ t¢ nalezy
wykonywac tak, aby ograniczy¢ do minimum dziatanie powietrza atmos-
ferycznego. Delikatnie postuka¢ w napelniong kolumng od strony dna
w celu osadzenia tlenku glinu.
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5.4.

5.4.1.

5.4.2.

5.4.3.

Oczyszczanie probki

Uzywajac pipety, przenie$¢ do kolumny 5,0 ml ekstraktu probki otrzy-
manego w sposob okre§lony w pkt 5.2. Zakonczenie pipety przylozyé
blisko do $cianki kolumny i pozwolié, aby roztwor zostal wchionigty
przez tlenek glinu. Wymy¢ robenidyne z kolumny przy uzyciu 100 ml
metanolu (3.1) przy predkosci przeptywu od 2 do 3 ml na minutg,
a eluent zebra¢ do kolby okraglodennej o pojemnosci 250 ml. Na rota-
cyjnej wyparce warstwowej (4.3) odparowac roztwor metanolu do sucha,
przy pomniejszonym cinieniu w temperaturze 40 °C. Pozostalo$é
ponownie rozpusci¢ w od 3 do 4 ml fazy ruchomej (3.8) i przenies¢
ilosciowo do kolby miarowej o pojemnosci 10 ml. Kolbe przemy¢ kilka-
krotnie od 1 do 2 ml porcjami fazy ruchomej, a poptuczyny wla¢ do
kolby miarowej. Uzupeli¢ do pelnej objetosci kolby tym samym
rozpuszczalnikiem i zmiesza¢. Podzielna czg$¢ jest filtrowana przez
filtr membranowy 0,45 um (4.7). Roztwor zastosowaé do oznaczania
HPLC (5.4).

Oznaczanie HPLC

Parametry

Ponizsze parametry podano jako przyktadowe; inne parametry moga by¢
zastosowane, o ile gwarantujg otrzymanie rownowaznych wynikow:
Kolumna do chromatografii cieczowej (4.4.1),

Faza ruchoma do HPLC (3.8),

Predkosé przeptywu: 1,5 do 2 ml/min.,

Dlugos¢ fali przy detekcji: 317 nm,

Dozowana objetos¢: 20 do 50 pl.

Sprawdzi¢ stabilno$¢ systemu chromatograficznego, dozujac kilka razy
roztwor kalibracyjny (3.9.3) zawierajacy 3,6 pg/ml, az do uzyskania
statych wysokosci (powierzchni) piku i czasow retencji.

Krzywa kalibracyjna

Zadozowa¢ kilka razy kazdy z roztworéw kalibracyjnych (3.9.3) i okre-
$li¢ wysokosci (powierzchnie) piku dla kazdego stezenia. Wykresli¢
krzywa kalibracyjna, odkladajac $rednie wysokosci (powierzchnie)
pikow kalibracyjnych roztworéw na osi rzednych oraz odpowiadajace
im stezenia w pg/ml na osi odcigtych.

Roztwor probki

Zadozowac¢ kilka razy ekstrakt probki (5.3.2), stosujac taka sama obje-
to$¢ jak przy roztworach kalibracyjnych, i okresli¢ $rednig wysokosé
(powierzchni¢) piku dla pikéw robenidyny.

Obliczanie wynikow

Na podstawie S$redniej wysokosci (powierzchni) pikéw robenidyny
roztworu probki okresli¢ stgzenie roztworu probki w pg/ml, odnoszac
si¢ do krzywej kalibracyjnej (5.4.2).

Zawartos$¢ robenidyny (w mg/kg) w probce oblicza si¢ wedlug nastgpu-
jacego wzoru:

¢ x 200
W =

gdzie:

¢ = stezenie w pg/ml robenidyny w roztworze probki
m = masa nawazki w g
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7.2.

7.3.

Sprawdzenie wynikow
Sprawdzanie tozsamosci

Tozsamo$¢ analitu moze by¢ potwierdzona przez kochromatografi¢ lub
zastosowanie detektora diodowego, przy uzyciu ktérego porownuje si¢
widma ekstraktu probki i roztworu kalibracyjnego (3.9.3) zawierajacego
6 pg/ml.

Kochromatografia

Ekstrakt probki jest fortyfikowany przez dodanie odpowiedniej iloSci
roztworu kalibracyjnego (3.9.3). Ilos¢ dodanej robenidyny musi by¢
poréwnywalna do ilosci robenidyny w ekstrakcie probki.

Po uwzglednieniu zaréwno dodanej iloéci, jak i rozcienczenia ekstraktu,
zwigkszy¢ si¢ moze tylko wysoko$¢ piku robenidyny. Szeroko$é¢ piku
w polowie jego maksymalnej wysokosci musi miesci¢ si¢ w granicach
+ 10 % pierwotnej szerokosci.

Detekcja diodowa

Wyniki sprawdza si¢ wedtug nastgpujacych kryteriow:

a) dhugos¢ fali odpowiadajagca maksymalnej absorpcji probki i widm
wzorcowych zapisana w punkcie wierzchotka piku zarejestrowanego
na chromatogramie musi by¢ taka sama, po uwzglednieniu marginesu
okreslonego zdolnodcia rozdzielcza systemu detekcji. W przypadku
detekceji diodowej zdolno$¢ rozdzielcza miesci si¢ zazwyczaj w grani-
cach 2 nm;

b

=

w zakresie pomiedzy 250 a 400 nm probka i widma wzorcowe zapi-
sane w punkcie wierzchotka piku na chromatogramie nie mogg sig
rozni¢ dla tych czesci widma w zakresie od 10 do 100 % wzglednej
absorbancji. Kryterium uwaza si¢ za spelione, jezeli wystgpuja te
same maksymalne warto$ci i w ramach zadnego z obserwowanych
punktéw rozbiezno$¢ miedzy 2 widmami nie jest wieksza niz 15 %
absorbancji wzorcowego analitu;

¢) w zakresie od 250 do 400 nm widma warto$ci rosnacych, szczyto-
wych i malejacych ekstraktu probki nie moga rézni¢ si¢ od siebie dla
tych czesci widma w zakresie od 10 do 100 % absorbancji wzglednej.
Kryterium uwaza si¢ za spelnione, jezeli wystgpuja te same maksy-
malne warto$ci i w ramach zadnego z obserwowanych punktow
rozbiezno$¢ migdzy 2 widmami nie jest wyzsza niz 15 % widma
wartosci szczytowe;.

Jezeli jedno z tych kryteriow nie jest spelnione, obecnos$¢ analitu nie jest
potwierdzona.

Powtarzalnosé

Roznica pomigdzy wynikami dwoch rownolegtych oznaczen wykona-
nych dla tej samej probki nie moze przekracza¢ 10 % najwyzszego
wyniku dla zawarto$ci robenidyny powyzej 15 mg/kg.

Odzysk

W przypadku fortyfikowanej §lepej proby paszy odzysk nie moze by¢
mniejszy niz 85 %.

Wyniki badan miedzylaboratoryjnych

W ramach prowadzonej z inicjatywy Wspdlnoty wspotpracy 12 labora-
toribw przeprowadzono analize 4 probek paszy dla drobiu i krolikow,
w postaci maczki lub granulatu. Analize kazdej probki przeprowadzono
dwukrotnie. W ponizszej tabeli podano wyniki przeprowadzonych
badan:
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3.2

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.8.1.

Pasza dla drobiu Pasza dla krolikow

Maczka Granulat Maczka Granulat
Srednia [mg/kg] 27,00 27,99 43,6 40,1
s, [mg/kg] 1,46 1,26 1,44 1,66
CV,; [%] 54 4,5 33 4,1
Sg [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, = wspotczynnik zmienno$ci powtarzalnosci, %
Sr odchylenie standardowe odtwarzalnosci
CVyr = wspotczynnik zmienno$ci odtwarzalnosci, %

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 premi-
ksach. Granica wykrywalnosci wynosi 0,1 mg/kg, granica oznaczalnosci
0,5 mg/kg.

Sposob przeprowadzenia metody

Po dodaniu wzorca wewngtrznego probka jest ekstrahowana zakwa-
szonym metanolem. W przypadku pasz podzielna czg$¢ ekstraktu zostaje
oczyszczona na wypehieniu ekstrakcyjnym fazy statej C,s. Diklazuril
jest eluowany z wypelnienia mieszaning zakwaszonego metanolu
i wody. Po odparowaniu pozostato$¢ jest rozpuszczana w DMF/woda.
W przypadku premiksow ekstrakt jest odparowywany, a pozostato§¢
rozpuszczana w DMF/woda. Zawarto§¢ diklazurilu jest oznaczana
w ukladzie podwojnego gradientu faz odwrdconych 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)

fenyloJacetonitryl o gwarantowanej czystosci, E 771.

Roztwor wzorcowy podstawowy diklazurilu, 500
pg/ml

Odwazy¢, z doktadnoscia do 0,1 mg, 25 mg substancji wzorcowej (3.8),
do kolby miarowej o pojemnosci 50 ml. Rozpusci¢ w DMF (3.6),
uzupetni¢ do pelnej objetosci kolby tym samym DMF (3.6) i zmieszac.
Kolbe owinaé folig aluminiowg lub uzy¢ kolby ze szkla oranzowego
i przechowywaé w lodowce. W temperaturze < 4 °C roztwdr zachowuje
stabilno$¢ do miesiaca.
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3.8.2.

3.9.

3.9.1.

3.9.2.

3.93.

3.12.

3.13.1.

3.13.2.

3.13.3.

Roztwoéor wzorcowy diklazurilu, 50 pg/ml

Przenies¢ 5,00 ml roztworu wzorcowego podstawowego (3.8.1) do kolby
miarowej o pojemnosci 50 ml, uzupetni¢ do pelnej objetosci kolby DMF
(3.6) 1 zmiesza¢. Kolbg¢ owina¢ folig aluminiowa lub uzy¢ kolby ze szkla
oranzowego i przechowywa¢ w lodowce. W temperaturze < 4 °C
roztwor zachowuje stabilno$¢ do miesiaca.

Substancja wzorcowa wewnetrzna: 2,6-dwuchloro-a-(4-chlorofenylo)-4-
(4,5dihydro-3,5-diokso-1,2,4-triazyno-2(3H) -yl) a-metylobenzeno-aceto-
nitryl

Roztwor wewnegtrznego wzorca podstawowego, 500
pg/ml

Odwazy¢, z dokladnoscia do 0,1 mg, 25 mg substancji wzorcowej
wewngtrznej (3.9), do kolby miarowej o pojemnosci 50 ml. Rozpusci¢
w DMF (3.6), uzupetni¢ do pelnej objetosci kolby tym samym DMF
(3.6) i zmiesza¢. Kolbe owing¢ folig aluminiowa lub uzy¢ kolby ze szkta
oranzowego 1 przechowywa¢ w lodéwce. W temperaturze < 4 °C
roztwor zachowuje stabilno$¢ przez miesiac.

Roztwoér wzorca wewngtrznego, 50 pg/ml

Przenies¢ 5,00 ml roztworu wewnetrznego wzorca podstawowego (3.9.1)
do kolby miarowej o pojemnosci 50 ml, uzupeini¢ do pelnej objetosci
kolby DMF (3.6) i zmiesza¢. Kolb¢ owina¢ folia aluminiowa lub uzyé¢
kolby ze szkta oranzowego i przechowywa¢ w lodowce. W temperaturze
< 4 °C roztwor zachowuje stabilno$¢ przez miesigc.

Roztwdér wzorca wewnegtrznego dla premiksdow,
p/1000 mg/ml

(p = nominalna zawarto$¢ diklazurilu w premiksie w mg/kg)

Odwazy¢, z dokladnoscia do 0,1 mg, p/10 mg substancji wzorca
wewnetrznego do kolby miarowej o pojemnosci 100 ml, rozpusci¢
w DMF (3.6) w lazni ultradzwigkowej (4.6), uzupeli¢ do pelnej obje-
tosci kolby tym samym DMF i zmiesza¢. Kolbe owinaé¢ folig alumi-
niowa lub uzy¢ kolby ze szkta oranzowego i przechowywa¢ w lodéwce.
W temperaturze < 4 °C roztwor zachowuje stabilno$¢ przez miesigc.

Roztwor 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), uzupeli¢ do pelnej
objetosci kolby woda i zmieszaé. Roztwor sporzadzaé bezposrednio
przed uzyciem.

Cig, wypehienie ekstrakcyjne fazy stalej; proponuje si¢ zastosowaé
Bond Elut, rozmiar: 1 cc, masa sorbentu: 100 mg.

Rozpuszczalnik ekstrakcyjny: zakwaszony metanol.

Odmierzy¢ pipeta 5,0 ml kwasu chlorowodorowego (3.7) do 1 000 ml
metanolu (3.5) i zmieszac.

Faza ruchoma do HPLC.
Eluent A: octan amonu — roztwor kwasnego siarczanu tetrabutyloamonu.

Rozpusci¢ 5 g octanu amonu (3.2) 1 3,4 g TBHS (3.3) w 1 000 ml wody
(3.1) i zmieszaé.

Eluent B: acetonitryl (3.4).

Eluent C: metanol (3.5).
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4.2.

4.2.1.

4.2.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

5.1
5.1.1.

5.2.
5.2.1.

5.2.2.

Aparatura i sprzet

Wstrzgsarka mechaniczna
Sprzgt do HPLC przy potréjnym gradiencie

Kolumna do chromatografii cieczowej, Hypersil ODS, wypehienie
3 um, 100 mm x 4,6 mm lub rownowazne

Detektor UV z regulacja dlugosci fal lub detektor diodowy
Rotacyjna wyparka warstwowa

Filtr membranowy, 0,45 um

Rozdzielnik prézni do jednoczesnej prozniowej izolacji
Laznia ultradzwigkowa

Sposéb postepowania
Wskazowki ogdlne
Slepa proba paszy

Nalezy przeprowadzi¢ analiz¢ §lepej proby paszy w celu sprawdzenia,
czy nie zawiera ona diklazurilu ani substancji interferujacych. Slepa
proba paszy musi by¢é podobna do badanej probki, a jej analiza nie
moze potwierdza¢ obecnos$ci diklazurilu i substancji interferujacych.

Badanie odzysku

Badanie odzysku nalezy przeprowadzi¢, analizujac Slepa probe paszy,
fortyfikowang przez dodanie znanej ilosci diklazurilu, o wadze zblizonej
do tej, ktora znajduje si¢ w probce. Aby fortyfikowaé na poziomie 1
mg/kg, doda¢ 0,1 ml roztworu wzorcowego podstawowego (3.8.1) do
50 g Slepej proby paszy, zmiesza¢ i pozostawi¢ na 10 minut, kilka-
krotnie mieszajac, przed przejsciem do etapu ekstrakcji (5.2).

Jezeli nie mozna przeprowadzi¢ badania §lepej proby paszy podobnej do
badanej probki (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 diklazurilu
o wadze zblizonej do tej, ktora znajduje si¢ w analizowanej probce.
Probke t¢ poddaje si¢ analizie wraz z niefortyfikowana probka, a odzysk
moze by¢ obliczony przez odjecie od probki fortyfikowanej masy probki
niefortyfikowanej.

Ekstrakcja
Pasze

Odwazy¢, z doktadnosciag do 0,01 g, 50 g probki. Przenies¢ do kolby
stozkowej o pojemnosci 500 ml, doda¢ 1 ml roztworu wzorca wewngtrz-
nego (3.9.2), 200 ml rozpuszczalnika ekstrakcyjnego (3.12) i zamknaé
kolbe korkiem. Wstrzasa¢ mieszaning na wstrzasarce (4.1) przez noc.
Pozostawi¢ na 10 minut do odstania. Przela¢ 20 ml podzielnej czgsci
supernatantu do odpowiedniego szklanego naczynia i rozcienczy¢ 20 ml
wody. Przenie$¢ ten roztwor na wypetnienie ekstrakcyjne (3.11) i przepu-
Sci¢ przez to wypetnienie, stosujac rozdzielnik prozni (4.5). Przeptukaé
wypelnienie 25 ml mieszaniny rozpuszczalnika ekstrakcyjnego (3.12)
i wody, 65 + 35 (V + V). Odrzuci¢ zebrane frakcje i eluowaé zwiazki,
stosujac 25 ml mieszaniny rozpuszczalnika ekstrakcyjnego (3.12)
i wody, 80 + 20 (V + V). Odparowaé te frakcje do osuszenia przy
zastosowaniu rotacyjnej wyparki (4.3) w temperaturze 60 °C. Rozpusci¢
suchg pozostatos¢ w 1,0 ml DMF (3.6), doda¢ 1,5 ml wody (3.1) i zmie-
szaC. Przefiltrowac przez filtr membranowy (4.4). Przystapi¢ do ozna-
czania HPLC (5.3).

Premiksy

Odwazy¢, z doktadnosciag do 0,001 g, 1 g probki. Przenies¢ do kolby
stozkowej o pojemnosci 500 ml, doda¢ 1,00 ml roztworu wzorca
wewnetrznego (3.9.3), 200 ml rozpuszczalnika ekstrakcyjnego (3.12)
i zamkngé kolbe korkiem. Wstrzasa¢ mieszaning na wstrzasarce (4.1)
przez noc. Pozostawi¢ na 10 minut do odstania. Przenie$¢ podzielng
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5.3.
53.1.

cze$¢ 10 000/p ml (p = nominalna zawarto$¢ diklazurilu w premiksie
w mg/kg) supernatantu do kolby okraglodennej o odpowiedniej pojem-
nosci. Odparowac¢ do osuszenia, pod obnizonym ci$nieniem, w tempera-
turze 60 °C przy uzyciu rotacyjnej wyparki (4.3). Ponownie rozpusci¢
suchg pozostatos¢ w 10,0 ml DMF (3.6), doda¢ 15,0 ml wody (3.1)
i zmiesza¢. Przystapi¢ do oznaczania HPLC (5.3).

Oznaczanie HPLC
Parametry

Ponizsze parametry podano jako przyktadowe; inne parametry moga by¢
zastosowane, o ile gwarantuja otrzymanie rownowaznych wynikow.

Kolumna do chromato- 100 X 4,6 mm,

grafii cieczowej Hypersil ODS, wypet-
4.2.1): nienie 3 um lub
réwnowazne
Faza ruchoma: Eluent A (3.13.1): wodny roztwor octanu
amonu i kwasnego
siarczanu tetrabutyloa-
moniowego
Eluent B (3.13.2): acetonitryl
Eluent C (3.13.3): metanol
Elucja: — gradient liniowy

— warunki poczatkowe: A + B+ C = 60 +
20+20 (V+V+V)
— po 10 minutach frakcjonowanie przez 30
minut do: A + B+ C =45+20+ 35 (V
+V + V).
Ptukaé eluentem B przez 10 minut.
Predko$¢ przeptywu: 1,5-2 ml/min
Dozowana objetosc: 20 pl
Dlugos¢  fali  przy 280 nm
detekc;ji:

Sprawdzi¢ stabilno$¢ systemu chromatograficznego, dozujac kilka razy
roztwor kalibracyjny (3.10) zawierajacy 2 pg/ml, az do uzyskania
statych wysokos$ci (powierzchni) piku i czaséw retencji.

Roztwér kalibracyjny

Zadozowac¢ kilka razy 20 pl roztworu kalibracyjnego (3.10) i okresli¢
$rednig wysoko$¢ (powierzchnig) piku diklazurilu i wewngtrzne wzor-
cowe pikow.

Roztwor probki

Zadozowa¢ kilka razy 20 pl roztworu probki (5.2.1 lub 5.2.2) i okresli¢
srednig wysokos$¢ (powierzchni¢) piku diklazurilu i wewnetrzne wzor-
cowe pikow.

Obliczanie wynikow
Pasze

Zawarto$¢ diklazurilu w probee (w mg/kg) oblicza si¢ wedlug nastepu-
jacego wzoru:

has X hic  cqe x 10V
w = = x
hi,s X hd,c

[mg/kg]
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6.2.

7.1.2.

gdzie:

hys = wysoko$¢ (powierzchnia) piku diklazurilu w roztworze probki
(5.2.1)

h;; = wysokos$¢ (powierzchnia) piku wzorca wewnetrznego w roztworze
probki (5.2.1)

hy. = wysokos¢ (powierzchnia) piku diklazurilu w roztworze kalibra-
cyjnym (3.10)

hi. = wysokos¢ (powierzchnia) piku wzorca wewnetrznego w roztworze

kalibracyjnym (3.10)

= stezenie w pg/ml diklazurilu w roztworze kalibracyjnym (3.10)

m = masa nawazki w g

V = objetos¢ ekstraktu probki zgodna z pkt 5.2.1 (tj. 2,5 ml)

cd,c

Premiksy

Zawartos¢ diklazurilu w probce (w mg/kg) obliczy¢ wedlug nastepuja-
cego wzoru:

_ hgs X hie o Cde X 0,02V xp
o hi.s X hd"c m

[mg/kg]

hy. = wysoko$¢ (powierzchnia) piku diklazurilu w roztworze kalibra-
cyjnym (3.10)

h;. = wysokos$¢ (powierzchnia) piku wzorca wewnetrznego w roztworze
kalibracyjnym (3.10)

hys = wysoko$¢ (powierzchnia) piku diklazurilu w roztworze probki
(5.2.2)

his = wysokos¢ (powierzchnia) piku wzorca wewnetrznego w roztworze
probki (5.2.2)

Cqc = 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 mg/kg diklazurilu w premiksie

Sprawdzenie wynikéw
Sprawdzenie tozsamosci

Tozsamo$¢ analitu moze by¢ potwierdzona przez kochromatografi¢ lub
zastosowanie detektora diodowego, przy uzyciu ktérego porownuje si¢
widma ekstraktu probki (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 odpowied-
niej ilosci roztworu kalibracyjnego (3.10) Ilos¢ dodanego diklazurilu
musi odpowiadac ilosci diklazurilu znajdujacej si¢ w ekstrakcie probki.

Po uwzglednieniu zar6wno dodanej ilosci, jak i stopnia rozcienczenia
ekstraktu, zwigkszy¢ si¢ moze tylko wysokos¢ piku diklazurilu i piku
wzorca wewnetrznego. Szerokos¢ piku w potowie jego wysokosci musi
miesci¢ si¢ w granicach + 10 % pierwotnej szerokosci piku diklazurilu
lub piku wzorca wewnetrznego niefortyfikowanego ekstraktu probki.

Detekcja diodowa

Wyniki sprawdza si¢ wedtug nastgpujacych kryteriow:

a) dhugos¢ fali odpowiadajgca maksymalnej absorpcji probki i widm
wzorcowych zapisana w punkcie wierzchotka piku zarejestrowanego
na chromatogramie musi by¢ taka sama, po uwzglgdnieniu marginesu
okreslonego zdolnos$cia rozdzielcza systemu detekcji. W przypadku
detekcji diodowej zdolno$¢ rozdzielcza miesci si¢ zazwyczaj w grani-
cach £2 nm;
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b) w zakresie od 230 do 320 nm probka i widma wzorcowe zapisane
w punkcie wierzchotka piku na chromatogramie nie mogg si¢ roéznic
dla tych czgéci widma w zakresie od 10 do 100 % wzglednej absor-
bancji. Kryterium uwaza si¢ za spelione, jezeli wystgpuja te same
maksymalne wartosci i w ramach zadnego z obserwowanych
punktéw rozbiezno$¢ migdzy 2 widmami nie jest wigksza niz 15 %
absorbancji wzorcowego agalitu;

¢) w zakresie od 230 do 320 nm widma warto$ci rosngcych, szczyto-
wych i malejgcych ekstraktu probki nie moga roznic si¢ od siebie dla
tych czesci widma w zakresie od 10 do 100 % absorbancji wzgledne;.
Kryterium uwaza si¢ za spelnione, jezeli wystgpuja te same maksy-
malne wartosci i w ramach zadnego z obserwowanych punktow
rozbiezno$¢ migdzy 2 widmami nie jest wigksza niz 15 % absorbancji
widma wartosci szczytowe;.

Jezeli jedno z tych kryteridw nie jest spelnione, obecnos$¢ analitu nie jest
potwierdzona.

Powtarzalnosé

Roéznica pomiedzy wynikami dwoch rownoleglych oznaczen wykona-
nych dla tej samej probki nie moze przekraczac:

— 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 wartoéci, dla zawartosci diklazurilu
powyzej 5 mg/kg.

Odzysk

W przypadku fortyfikacji §lepej proby lub proby paszy odzysk musi
wynosi¢ co najmniej 80 %.

Wyniki badan miedzylaboratoryjnych

W ramach wspotpracy 11 laboratoriow przeprowadzono analizg 5
probek. Byty to probki z dwoch premikséw; jeden byl wymieszany
z glownym sktadnikiem organicznym (O 100), a drugi z gtéwnym sktad-
nikiem nieorganicznym (A 100). Zawarto$¢ teoretyczna diklazurilu
wynosita 100 mg/kg, trzy mieszanki pasz dla drobiu zostaty sporzadzone
przez 3 roéznych producentow (NL) (L1/Z1/K1). Teoretyczna zawarto$é
diklazurilu wynosita 1 mg/kg. Analiz¢ kazdej probki 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.

Probka 1 Probka 2 Probka 3 Probka 4 Probka 5

A 100 O 100 L1 Z1 K1

L 11 11 11 11 6
n 19 18 19 19 12
Srednia 100,8 103,5 0,89 1,15 0,89
S, (mg/kg) 5,88 7,64 0,15 0,02 0,03
CV, (%) 5,83 7,38 17,32 1,92 3,34
Sk (mg/kg) 7,59 7,64 0,17 0,11 0,12
CVr (%) 7,53 7,38 18,61 9,67 13,65
Zawarto$¢ nominalna (mg/ 100 100 1 1 1
kg)
L = liczba laboratoriow
n = liczba pojedynczych wartosci
S, = odchylenie standardowe powtarzalnosci

CV, = wspolczynnik zmienno$ci powtarzalnosci
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3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

3.10.1.

Sg = odchylenie standardowe odtwarzalnosci

CVy = wspélczynnik zmiennosci odtwarzalno$ci

Objas$nienia

Nalezy uprzednio wykaza¢, ze reakcja diklazurilu jest liniowa w zakresie
mierzonych stezen.

G. OZNACZANIE SOLI SODOWE]J LASALOCIDU

8ol sodowa polieterowego monokarboksylowego kwasu wytwarzanego
przez Streptomyces lasaliensis

Cel i zakres stosowania metody

Metoda stuzy do oznaczania zawartosci soli sodowej lasalocidu
w paszach i premiksach. Granica wykrywalnosci wynosi 5 mg/kg,
granica oznaczalno$ci 10 mg/kg.

Sposob przeprowadzenia metody

S6l sodowa lasalocidu jest ekstrahowana z probki zakwaszonym meta-
nolem i oznaczana metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej
z fazag odwréocong (HPLC) przy wykorzystaniu detektora
spektrofluorometrycznego.

Odczynniki i roztwory

Dwuwodorofosforan potasu (KH,POy).
Kwas ortofosforowy, w (w/w) = 85 %.
Roztwér kwasu ortofosforowego, ¢ = 20 %.

Rozcienczy¢ 23,5 ml kwasu ortofosforowego (3.2) woda do objetosei
100 ml.

6-metylo-2-heptyloamina(1,5-dwumetyloheksyloamina), w (w/w) =
99 %.

Metanol do HPLC.
Kwas chlorowodorowy, gestos¢ = 1,19 g/ml.
Roztwor buforu fosforanowego, ¢ = 0,01 mol/l.

Rozpusci¢ 1,36 g KH,PO,4 (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).
Dostosowa¢ 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, uzupeli¢ do pelnej objetosci kolby metanolem
(3.5) i zmiesza¢. Roztwor przygotowaé bezposrednio przed uzyciem.

Faza ruchoma HPLC: mieszanina roztworu buforu fosforanowego i meta-
nolu w stosunku 5 + 95 (V +V).

Zmiesza¢ 5 ml roztworu buforu fosforanowego (3.7) i 95 ml metanolu
3.9).

Substancja wzorcowa soli sodowej lasalocidu o gwarantowanej czys-
tosci, Cz4Hs30gNa (so6l sodowa polieterowego monokarboksylowego
kwasu wytwarzanego przez Streptomyces lasaliensis), E 763.

Podstawowy roztwor wzorcowy soli sodowej lasa-
locidu, 500 pg/ml

Zwazy¢, z doktadnoscig do 0,1 mg, 50 mg soli sodowej lasalocidu
(3.10) do kolby miarowej o pojemnosci 100 ml, rozpusci¢ w zakwa-
szonym metanolu (3.8), uzupetni¢ do pelnej objetosci kolby tym samym
rozpuszczalnikiem i zmiesza¢. Roztwor przygotowac bezposrednio przed
uzyciem.
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3.10.2.

3.10.3.

S5.1.1.

5.2.
5.2.1.

Roztwér wzorcowy posredni soli sodowej lasalo-
cidu, 50 pg/ml

Przenies¢ pipetg 10,0 ml podstawowego roztworu wzorcowego soli
sodowej lasalocidu (3.10.1) do kolby miarowej o pojemnosci 100 ml,
uzupetni¢ do pelnej objetosci kolby zakwaszonym metanolem (3.8)
i zmiesza¢. Roztwor przygotowac bezposrednio przed uzyciem.

Roztwory kalibracyjne

Do kolb miarowych o pojemnosci 50 ml przenies¢ 1,0, 2,0, 4,0, 5,0
i 10,0 ml roztworu wzorcowego posredniego (3.10.2). Uzupehi¢ do
pelnej objetosci kolb zakwaszonym metanolem (3.8) i zmieszac.
Roztwory te odpowiadaja odpowiednio 1,0, 2,0, 4,0, 5,0 i 10,0 ng
soli sodowej lasalocidu w 1 ml. Roztwory przygotowaé bezposrednio
przed uzyciem.

Woda do HPLC.

Aparatura i sprzet

Laznia ultradzwigkowa lub wibracyjna taznia wodna, z mozliwoscia
kontroli temperatury.

Filtry membranowe, 0,45 um.
Zestaw HPLC z systemem dozowania, umozliwiajacy dozowanie 20 pl.

Kolumna do chromatografii cieczowej: 125 mm x 4 mm, faza odwro-
cona C;g, wypehienie 5 pm lub rownowazne

Spektrofluorymetr o zmiennej fali, z mozliwoscia zmiany dlugosci fal
wzbudzenia i emisji

Sposob postepowania
Objasnienia
Slepa proba

W celu przeprowadzenia badania odzysku (5.1.2) nalezy przeprowadzi¢
analiz¢ Slepej proby paszy w celu sprawdzenia, czy badana pasza nie
zawiera lasalocidu ani substancji interferujgcych. Pasza uzyta do $lepej
proby musi by¢ podobna do probki paszy badanej i nie moze zawieraé
lasalocidu sodu ani interferujacych substancji.

Badanie odzysku

Badanie odzysku nalezy przeprowadzi¢, analizujac $lepa probe paszy
fortyfikowang przez dodanie znanej iloSci soli sodowej lasalocidu,
o wadze zblizonej do tej, ktora znajduje si¢ w probece. Aby fortyfikowaé
na poziomie 100 mg/kg, doda¢ 10,0 ml podstawowego roztworu wzor-
cowego (3.10.1) do kolby stozkowej o pojemnosci 250 ml i odparowaé
roztwor do objgtosci okoto 0,5 ml. Doda¢ 50 g $lepej proby paszy,
zmiesza¢ i pozostawi¢ na 10 minut, a nastgpnie kilkakrotnie zamiesza¢
i przej$¢ do etapu ekstrakcji (5.2).

Jezeli nie mozna przeprowadzi¢ badania $lepej proby paszy podobnej do
badanej probki (zob. pkt 5.1.1), badanie odzysku mozna przeprowadzic,
stosujac metode dodawania wzorca. W tym przypadku przeznaczona do
analizy probka jest fortyfikowana przez dodanie znanej ilosci soli
sodowe;j lasalocidu, o wadze zblizonej do tej, ktora znajduje si¢ w anali-
zowanej probce. Probke te poddaje si¢ analizie wraz z niefortyfikowang
probka, a odzysk moze by¢ obliczony przez odjgcie od probki fortyfi-
kowanej masy probki niefortyfikowane;j.

FEkstrakcja

Pasze

Zwazy¢, z doktadnoscig do 0,01 g, od 5 g do 10 g probki do wyposa-
zonej w korek kolby stozkowej o pojemnosci 250 ml. Dodaé przy
uzyciu pipety 100,0 ml zakwaszonego metanolu (3.8). Zamknaé¢ luzno
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52.2.

5.3.
5.3.1

korkiem i zamiesza¢ w celu rozproszenia. Umie$ci¢ kolbe w tazni ultra-
dzwigkowej (4.1) w temperaturze okoto 40 °C na 20 minut, nastepnie
wyjaé 1 schtodzi¢ do temperatury pokojowej. Pozostawi¢ kolbe na okoto
godzing, dopoki suspensja nie opadnie, nastgpnie przefiltrowa¢ podzielna
cze$¢ przez filtr membranowy 0,45 um (4.2) do odpowiedniego
naczynia. Przystapi¢ do oznaczania HPLC (5.3).

Premiksy

Odwazy¢, z dokfadnoscia 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$ciag w tazni ultradzwigkowej (4.1) w temperaturze okoto
40 °C na 20 minut, nastepnie wyja¢ i schtodzi¢ do temperatury poko-
jowej. Uzupetni¢ do pelnej objetosci kolb zakwaszonym metanolem
(3.8) i doktadnie zmieszaé. Pozostawi¢ kolbg na okoto godzing, dopoki
suspensja nie opadnie, nastgpnie przefiltrowaé podzielng czgs¢ przez filtr
membranowy 0,45 pum (4.2). Rozcienczy¢ odpowiednig objetosé klarow-
nego filtratu przy uzyciu zakwaszonego metanolu (3.8) w celu otrzy-
mania finalnego testowego roztworu zawierajacego okoto 4 pg/ml soli
sodowej lasalocidu. Przystapi¢ do oznaczania HPLC (5.3).

Oznaczanie HPLC
Parametry

Ponizsze parametry podano jako przyktadowe; inne parametry moga by¢
zastosowane, o ile gwarantujg otrzymanie rownowaznych wynikow:

Kolumna do chromatografii 125 mm x 4 mm, faza odwrécona Cig,

cieczowej (4.3.1): wypetnienie 5 pm lub réwnowazne
Faza ruchoma (3.9): Mieszanina roztworu buforu fosforano-
wego (3.7) i metanolu (3.5), 5+95 (V+V)
Predkos¢ przeplywu: 1,2 ml/min
Dlugos¢ fali przy detekc;ji:
Wzbudzenie: 310 nm
Emisja: 419 nm
Dozowana objetosc: 20 pl

Sprawdzi¢ stabilno$¢ systemu chromatograficznego, dozujac kilkakrotnie
roztwor kalibracyjny (3.10.3) zawierajacy 4 pg/ml, az do uzyskania
statych wysokos$ci (powierzchni) piku i czaséw retencji.

Krzywa kalibracyjna

Zadozowac kilka razy kazdy z kalibracyjnych roztworéw (3.10.3) i okre-
$li¢c  $rednie wysokosci (powierzchnie) piku dla kazdego stezenia.
Wykresli¢  krzywa kalibracyjna, odktadajac $rednie  wysokosci
(powierzchnie) piku na osi rzednych oraz odpowiadajace im st¢zenia
w pg/ml na osi odcigtych.

Roztwoér probki

Zadozowa¢ kilka razy ekstrakt probki (5.2.1 lub 5.2.2) stosujac taka
samg objetos¢ jak przy kalibracyjnych roztworach, i okresli¢ $rednig
wysokos$¢ (powierzchni¢) piku dla pikow soli sodowej lasalocidu.

Obliczanie wynikow

Na podstawie s$redniej wysokosci (powierzchni) piku otrzymanej po
zadozowaniu roztworu probki (5.3.3) okresli¢ stezenie soli sodowe;j lasa-
locidu w pg/ml, odnoszac si¢ do krzywej kalibracyjne;j.
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6.1.

6.2.

7.2.

7.3.

Pasze

Zawartos¢ soli sodowej lasalocidu w mg/kg w probee oblicza si¢ wedhug
nastepujacego wzoru:

CXVl

[mg/kg]
gdzie:

¢ = stezenie w pg/ml soli sodowej lasalocidu w roztworze probki
5.2.1)

V; = objetos¢ w ml ekstraktu probki (5.2.1) (. 100 ml)

m = masa nawazki w g

Premiksy

Zawartos¢ soli sodowej lasalocidu, w mg/kg, w probce obliczy¢ wedtug
nastepujacego wzoru:

_exVyxf

w=——"— [mg/kg]
m
gdzie:
¢ = stezenie w pg/ml soli sodowej lasalocidu w roztworze probki
(5.2.2)
V, = obj¢tos¢ w ml ekstraktu probki zgodny z pkt 5.2.2 (tj. 250 ml)
f = wspolczynnik rozcienczania zgodny z pkt 5.2.2
m = masa nawazki w g

Sprawdzenie wynikéw
Sprawdzenie tozsamosci

Metody bazujace na detekcji spektrofluorometrycznej sa mniej podatne
na interferencje niz metody z zastosowaniem detekcji UV. Tozsamosé
analitu moze by¢ potwierdzona przez kochromatografig.

Kochromatografia

Ekstrakt probki (5.2.1 lub 5.2.2) jest fortyfikowany przez dodanie odpo-
wiedniej ilosci roztworu kalibracyjnego (3.10.3). Ilos¢ dodanej soli
sodowej lasalocidu musi odpowiada¢ ilosci soli sodowej lasalocidu
w ekstrakcie probki. Po uwzglednieniu ilosci dodanej soli sodowe;j lasa-
locidu i rozciefczenia ekstraktu zwigkszy¢ si¢ moze tylko wysokosé
piku soli sodowej lasalocidu. Szeroko$¢ piku w potowie wysokosci
musi miesci¢ si¢ w zakresie £ 10 % oryginalnej szerokosci piku niefor-
tyfikowanego ekstraktu.

Powtarzalnosé
Roéznica pomiedzy wynikami dwoch rownoleglych oznaczen wykona-

nych dla tej samej probki nie moze przekraczac:

— 15 % wzgledem wyzszej wartosci, dla zawartosci soli sodowe;j lasa-
locidu od 30 mg/kg do 100 mg/kg,

— 15 mg/kg dla zawartosci soli sodowej lasalocidu od 100 mg/kg do
200 mg/kg,

— 7,5 % wzgledem wyzszej wartosci, dla zawartosci soli sodowe;j lasa-
locidu powyzej 200 mg/kg.

Odzysk
W przypadku fortyfikowanej ($lepej) proby paszy lub proby paszy

odzysk nie moze by¢ nizszy niz 80 %. W przypadku fortyfikowanych
probek premiksow odzysk nie moze by¢ nizszy niz 90 %.
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8. Wyniki badan miedzylaboratoryjnych

W ramach wspotpracy 12 laboratoriow (*) przeprowadzono analize 2
premiksow (probki 1 i 2) oraz 5 pasz (probki 3-7). Analize¢ kazdej
probki przeprowadzono dwukrotnie. W ponizszej tabeli podane sg
wyniki przeprowadzonych badan:

Probka 1 Probka 2 | Probka 3 lgébkik‘.‘ Probka 5 | Probka 6 | Probka 7
Premiks dla| Premiks dla | Sruty dla rz(aﬁu ' | Pasza dla | Pasza dla | Pasza dla
kurczat indykow indykéw X a indykow | drobiu A | drobiu B
urczat
L 12 12 12 12 12 12 12
n 23 23 23 23 23 23 23
Srednia [mg/ 5050 16 200 76,5 78,4 92,9 48,3 32,6
kg]
s, [mg/kg] 107 408 1,71 2,23 2,27 1,93 1,75
CV, [%] 2,12 2,52 2,24 2,84 2,44 4,00 5,37
sg [mg/kg] 286 883 3,85 7,32 5,29 3,47 3,49
CVr [%] 5,66 5,45 5,03 9,34 5,69 7,18 10,70
Zawartos¢ 5000 (*) [ 16 000 (*) [ 80 (*) 105 (*) | 120 (*) | 50 (*¥*) | 35 (**)
nominalna
[mg/kg]

(*) Zawarto$¢ zadeklarowana przez producenta.
(**) Pasza przygotowana w laboratorium.

L = liczba laboratoriow

n = liczba poszczegdlnych wynikéw

s, = standardowe odchylenie powtarzalnosci
sg = odchylenie standardowe odtwarzalnosci

CV, = odchylenie standardowe zmienne powtarzalnosdci, %
CVg = odchylenie standardowe zmienne odtwarzalno$ci, %

(*) ,,The Analyst” nr 120 z 1995 r., s. 2175-2180.
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ZALACZNIK V

METODY ANALIZY DO CELOW KONTROLI NIEPOZADANYCH

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

SUBSTANCJI W PASZACH

A. OZNACZANIE WOLNEGO I CALKOWITEGO GOSSYPOLU
Cel i zakres stosowania metody

Metoda stuzy do oznaczania zawarto$ci wolnego gossypolu, catkowitego
gossypolu i chemicznie zwigzanych substancji w nasionach bawetny,
w makuchach, w maczce z nasion bawelny i w mieszankach paszowych
zawierajacych te materialy paszowe, w ktorych zawarto$¢ wolnego
gossypolu, calkowitego gossypolu i chemicznie zwigzanych substancji
przekracza 20 mg/kg.

Sposob przeprowadzenia metody

Gossypol ekstrahuje si¢ w obecnosci 3-aminopropan-1-olu lub miesza-
niny propan-2-olu i heksanu w przypadku oznaczania wolnego gossy-
polu lub dwumetyloformamidem w przypadku oznaczenia catkowitego
gossypolu. Gossypol, reagujac z aniling, tworzy gossypol-dianiling,
ktorej gesto§¢ optyczna mierzona jest przy 440 nm.

Odczynniki i roztwory

Mieszanina propan-2-ol-heksanu: Zmieszaé 60 czgéci objgtosciowych
propan-2-olu z 40 czgsciami objg¢tosciowymi n-heksanu.

Rozpuszcezalnik A: Umiesci¢c 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. Uzupetni¢ do pelnej obje-
tosci kolby mieszaning propan-2-ol-heksanu (3.1). Odczynnik zachowuje
stabilno$¢ przez tydzien.

Rozpuszczalnik B: odpipetowaé 2 ml 3-aminopropan-1-olu i 10 ml lodo-
watego kwasu octowego do kolby miarowej o pojemnosci 100 ml.
Schiodzi¢ do temperatury pokojowej i uzupelié¢ do pelnej objetosci
kolby N,N-dwumetyloformamidem. Odczynnik zachowuje stabilnos¢
przez tydzien.

Anilina: Jezeli gestos¢ optyczna Slepej proby przekracza 0,022, przede-
stylowa¢ aniling nad proszkiem cynku, odrzucajac pierwsze i ostatnie
10 % frakcji destylatu. Odczynnik mozna przechowywaé przez kilka
miesigcy, jezeli jest trzymany w lodowce w brazowej butelce zamknietej
korkiem.

Roztwor A wzorcowego gossypolu: 27,9 mg octanu gossypolu umiescié
w kolbie miarowej o pojemnosci 250 ml. Rozpusci¢ i uzupetni¢ do
petnej objetosci kolby rozpuszczalnikiem A (3.2). Przenie$¢ pipeta 50
ml tego roztworu do kolby miarowej o pojemnosci 250 ml i uzupehié
do pelnej objgtosci kolby rozpuszczalnikiem A. Stgzenie gossypolu
w tym roztworze wynosi 0,02 mg/ml. Przed uzyciem pozostawi¢ na
godzing w temperaturze pokojowej.

Roztwor B wzorcowego gossypolu: 27,9 mg octanu gossypolu umiescié
w kolbie miarowej o pojemnosci 50 ml. Rozpuscié¢ i uzupetni¢ 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 sg chronione przed §wiatlem.

Aparatura i sprzet

Mikser lub tumbler: okoto 35 obr./min.
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5.2.

5.3.

Spektrofotometr

Sposéb postepowania
Analiza probki

Masa probki pobrana do analizy zalezy od przewidywanej zawartosci
gossypolu w probece. Zalecana jest praca na matych ilosciach proby
i stosunkowo duzej ilosci filtratu po to, aby otrzyma¢ wystarczajaca
ilo§¢ gossypolu do precyzyjnego oznaczenia fotometrycznego. W przy-
padku oznaczania wolnego gossypolu w nasionach bawelny, w maku-
chach i maczce z nasion bawelny masa probki do analizy nie moze
przekracza¢ 1 g. W przypadku mieszanek paszowych moze wynosi¢
do 5 g. W wigkszosci przypadkow wystarczajace jest 10 ml podzielnej
czesci filtratu. Musi on zawiera¢ od 50 do 100 pg gossypolu. Jezeli
oznaczamy catkowity gossypol, ilo§¢ badanej probki musi wynosi¢ od
0,5 do 5 g, wowczas 2 ml podzielnej czgsci filtratu bedzie zawiera¢ od
40 do 200 pg gossypolu.

Analize nalezy przeprowadzaé w temperaturze pokojowej, za ktorg
uwaza si¢ temperature okoto 20 °C.

Oznaczanie wolnego gossypolu

Umiesci¢ probke w kolbie ze szlifowana szyjka o pojemnosci 250 ml.
Dno kolby pokry¢ pokruszonym szklem. Przy uzyciu pipety dodaé¢ 50
ml rozpuszczalnika A (3.2), zamkna¢ kolbg korkiem i mieszaé przez
godzing w mikserze. Filtrowa¢ przez suchy filtr, a filtrat zebra¢ do
malej kolby ze szlifowang szyjka. Podczas filtracji przykry¢ lejek szkiel-
kiem zegarkowym.

Odmierzy¢ pipeta identyczne podzielne czgsci filtratu zawierajace od 50
do 100 pg gossypolu i umiesci¢ w 2 kolbach miarowych o pojemnosci
25 ml (A i B). Jezeli to konieczne, uzupetni¢ zawarto$¢ kolby do 10 ml
rozpuszczalnikiem A (3.2). Nastepnie uzupetni¢ zawarto$é kolby (A) do
petnej 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) uzupehié
do pelnej objetosci kolby mieszaning propan-2-ol-heksanu (3.1).
Roztwor ten bedzie uzywany jako roztwor odniesienia wzgledem
pomiaru roztworu $lepej proby.

Dodaé¢ po 2 ml aniliny (3.4) do kazdej z kolb (D) i (B). Ogrzewac na
wrzace] tazni przez 30 minut, do wywotania reakcji barwnej. Schlodzi¢
do temperatury pokojowej, uzupetni¢ do peinej objetosci kolby miesza-
ning propan-2-ol-heksanu (3.1), homogenizowac i odstawi¢ na godzing.

Oznaczy¢ gestos¢ optyczng roztworu $lepej proby (D), uzywajac odpo-
wiedniego roztworu (C) jako roztworu odniesienia, oraz gestos¢
optyczng roztworu probki (B) przez poréwnanie z odpowiednim
roztworem (A), jako roztworem odniesienia w spektrofotometrze przy
440 nm, stosujgc 1-centymetrowe szklane kuwety.

Od odpowiadajacej gestosci optycznej wartosci roztworu probki odjaé
warto$¢ gestoSci optycznej roztworu Slepej proby (= skorygowana
gestos¢ optyczna). Z uzyciem tej roznicy obliczy¢é zawartos¢ wolnego
gossypolu, w sposob okreslony w pkt 6.

Oznaczanie catkowitego gossypolu

Probke 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 $lepa probg, umieszczajagc 10 ml
rozpuszczalnika B (3.3) w nastepnej kolbie miarowej o pojemnosci
50 ml. Ogrzewaé¢ obie kolby przez 30 minut na wrzacej tazni
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6.1.

6.2.
6.2.1.

wodnej. Nastgpnie schtodzi¢ do temperatury pokojowej i uzupetni¢ do
petnej objetosci kolby mieszaning propan-2-ol-heksanu (3.1). Homoge-
nizowa¢ i odstawi¢ na 10 do 15 minut. Nastepnie filtrowaé, a filtrat
zebra¢ do kolb ze szlifowana szyjka.

Przenie$¢ pipeta po 2 ml filtratu probki do kazdej z dwoch kolb miaro-
wych o pojemnosci 25 ml i oraz po 2 ml filtratu do proby Slepej do
pozostatych dwoch kolb. Uzupehi¢ zawarto$¢ jednej kolby z kazdej
partii do objgtosci 25 ml mieszaning 1-propan-2-ol-heksanu (3.1).
Roztwory te bgda uzywane jako roztwory odniesienia.

Doda¢ po 2 ml aniliny (3.4) do 2 nastgpnych kolb miarowych.
Ogrzewac¢ obie kolby przez 30 minut na wrzacej tazni wodnej do wywo-
tania reakcji barwnej. Schtodzi¢ do temperatury pokojowej, uzupetni¢ do
objetosci 25 ml mieszaning propan-2-ol-heksanu (3.1), homogenizowaé
i odstawi¢ na godzing.

Oznaczy¢ gestos¢ optyczng, tak jak dla wolnego gossypolu (5.2).
Uzywajac tej wartosci, obliczy¢ zawartos¢ 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).

Wyniki obliczane na podstawie okreslonej gestosci optycznej

W podanych warunkach okreslone gestosci optyczne sa nastgpujace:

1 0,
Wolny gossypol: E % = 625
1 cm
. 1 %
Catkowity gossypol: E = 600
1 cm

Zawartos¢ wolnego lub calkowitego gossypolu w probce oblicza si¢
wedtug nastgpujacego wzoru:

E x 1250

Ellxpxa

% gossypol :

gdzie:

E = skorygowana ggsto$¢ optyczna okreslona w pkt 5.2
p = masa probki w g
a = podzielna czgsé¢ filtratu w ml

Wyniki obliczane na podstawie krzywej kalibracyjnej
Wolny gossypol

Przygotowac 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). Uzupetni¢ do obje-
tosci 10 ml rozpuszczalnikiem A (3.2). Uzupehi¢ kazdg parti¢ kolbg
miarowg o pojemnosci 25 ml zawierajaca jedynie 10 ml rozpuszczalnika
A (3.2) (proba slepa).

Uzupei¢ do objetosci 25 ml kolby w pierwszej partii, wlaczajac kolbe
Slepej proby, mieszaning propan-2-ol-heksanu (3.1) (partia odniesienia).



02009R0152 — PL —16.11.2020 — 007.001 — 112

6.2.2.

6.3.

Doda¢ po 2 ml aniliny (3.4) do kazdej kolby drugiej partii, stanowiacej
parti¢ wzorcowa, wlaczajac kolbg S$lepej proby. Ogrzewaé przez 30
minut na wrzacej tazni wodnej do wywotania reakcji barwnej. Schiodzi¢
do temperatury pokojowej, uzupeli¢ do pelnej objetosci kolby miesza-
ning propan-2-ol-heksanu (3.1), homogenizowa¢ i odstawi¢ na godzing.

Oznaczy¢ w sposOb okreslony w 5.2 gesto$¢ optyczng roztworéw
w partii wzorcowej przez porownanie z odpowiadajagcymi im roztworami
w partii odniesienia. Wykresli¢ krzywa kalibracyjna, nanoszac gestosci
optyczne wzgledem ilosci gossypolu (w pg).

Catkowity gossypol

Przygotowa¢ 6 kolb miarowych o pojemnosci 50 ml. Do pierwszej
kolby doda¢ 10 ml rozpuszczalnika B (3.3), a do pozostalych odpo-
wiednio 2,0, 4,0, 6,0, 8,0 i 10,0 ml roztworu B wzorcowego gossypolu
(3.6). Kazda kolbg uzupetni¢ do objgtosci 10 ml rozpuszczalnikiem B
(3.3). Ogrzewa¢ przez 30 minut na wrzacej tazni wodnej. Schiodzi¢ do
temperatury pokojowej, uzupehi¢ do pelnej objetosci kolby mieszaning
propan-2-olheksanu (3.1) i homogenizowac.

Do kazdej z 2 partii po 6 kolb miarowych o pojemnosci 25 ml wprowa-
dzi¢ po 2,0 ml wyzej wspomnianych roztworow. 6 kolb pierwszej partii
uzupetni¢ do objetosci 25 ml mieszaning propan-2-ol-heksanu (3.1)
(partia odniesienia).

Do kazdej kolby drugiej partii, stanowigcej parti¢ wzorcowa, dodaé po 2
ml aniliny (3.4). Ogrzewa¢ przez 30 minut na wrzacej tazni wodne;j.
Schiodzi¢ do temperatury pokojowej, uzupetni¢ do pelnej objetosci
kolby mieszaning propan-2-ol-heksanu (3.1), homogenizowac i odstawié¢
na godzing (partia standardowa).

Oznaczy¢ w sposob okreslony w pkt 5.2 gesto§¢ optyczng roztwordw
w partii wzorcowej przez porownanie z odpowiadajagcymi im roztworami
w partii odniesienia. Wykresli¢ krzywa kalibracyjng, nanoszac gestosci
optyczne wzgledem ilosci gossypolu (w pg).

Powtarzalnosé

Roznica pomigdzy wynikami 2 réwnoleglych oznaczen wykonanych dla
tej samej probki nie moze przekraczac:

— 15 % najwyzszej warto$ci wzglednej, dla zawartosci gossypolu do
500 ppm,

— 75 ppm w wartosci 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 DIOKSYN (PCDD/PCDF) I PCB
ROZDZIAL 1

Metody pobierania prébek i interpretacja wynikéw analitycznych

Zakres i definicje

Probki przeznaczone do urzgdowej kontroli pozioméw polichlorowanych
dibenzo-p-dioksyn (PCDD), polichlorowanych dibenzofuranéw (PCDF),
dioksynopodobnych polichlorowanych bifenyli (PCB) (') oraz niedioksy-
nopodobnych PCB w paszy pobiera si¢ zgodnie z przepisami zatacznika
I. Nalezy stosowa¢ wymagania ilosciowe w stosunku do kontroli
substancji lub produktéw jednorodnie rozmieszczonych w paszy,
zgodnie z zalacznikiem I pkt 5.1. Otrzymane w ten sposob probki
zbiorcze uznaje si¢ za probki reprezentatywne dla partii lub podpartii,
z ktorych zostaly pobrane. Zgodnos¢ z najwyzszymi dopuszczalnymi
poziomami ustanowionymi w dyrektywie 2002/32/WE ustala si¢ na
podstawie poziomoéw oznaczonych w probkach laboratoryjnych.

Do celéw niniejszej czesci B znajdujg zastosowanie definicje okreslone
w zalgczniku 1 do decyzji Komisji 2002/657/WE (3).

(') Tabela TEF (= wspotczynnik rownowazny toksycznosci) dla PCDD, PCDF i dioksyno-
podobnych PCB: WHO-TEF dla oceny zagrozenia dla ludzi, na podstawie konkluz;ji
Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO) — spotkanie ekspertow Miedzynarodowego
Programu Bezpieczenstwa Chemicznego (IPCS), ktore odbyto si¢ w Genewie w czerwcu
2005 r. (Martin van den Berg et al., ,,The 2005 World Health Organization Re-evaluation
of Human and Mammalian Toxic Equivalency Factors for Dioxins and Dioxin-like
Compounds” (Ponowna ocena wspotczynnikow rownowaznych toksycznosci dla ludzi
i ssakéw w odniesieniu do dioksyn i zwiazkéw dioksynopodobnych, przeprowadzona
w 2005 r. przez Swiatowa Organizacje Zdrowia), Toxicological Sciences 93(2), 223-241

(2

N>

(20006)).
Kongener Warto$¢ TEF Kongener Warto$¢ TEF
Dibenzo-p-dioksyny .Dioksynopodobne” PCB
(,PCDD”) i dibenzo-p- Non-orto PCB + Mono-orto PCB
furany (,,PCDF”)
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 0,0003
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 0,03
OCDD 0,0003 Mono-orto PCB
2,3,7,8-TCDF 0,1 PCB 105 0,00003
1,2,3,7,8-PeCDF 0,03 PCB 114 0,00003
2,3,4,7,8-PeCDF 0,3 PCB 118 0,00003
1,2,3,4,7,8-HXCDF 0,1 PCB 123 0,00003
1,2,3,6,7,8-HXCDF 0,1 PCB 156 0,00003
1,2,3,7,8,9-HXCDF 0,1 PCB 157 0,00003
2,3,4,6,7,8-HXCDF 0,1 PCB 167 0,00003
1,2,3,4,6,7,8-HpCDF 0,01 PCB 189 0,00003
1,2,3,4,7,8,9-HpCDF 0,01
OCDF 0,0003

Zastosowane skroty: ,,T”

tetra (cztero); ,,P” = penta (pigcio); ,,Hx” = heksa (sze$cio);

,Hp” = hepta (siedmio); ,,0” = okta (o$mio); ,,CDD” = chlorodibenzodioksyna; ,,CDF” =

chlorodibenzofuran; ,,CB”

chlorobifenyl.

Decyzja Komisji 2002/657/WE z dnia 14 sierpnia 2002 r. wykonujaca dyrektywe Rady
96/23/WE dotyczaca wynikow metod analitycznych i ich interpretacji (Dz.U. L 221

z 17.8.2002, s. 8).
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2.1.

Q]

Q)

Q)

Oprocz tych definicji do celow niniejszej czgéci B stosuje si¢ nastepu-
jace definicje:

,Metody przesiewowe” sa to metody wykorzystywane do wyboru
probek, w ktorych poziomy PCDD/F i dioksynopodobnych PCB prze-
kraczaja najwyzsze dopuszczalne poziomy lub poziomy reagowania.
Pozwalaja one na wzglednie tanie i szybkie oznaczanie duzej liczby
probek, zwigkszajac w ten sposob szanse na wykrycie nowych przy-
padkow wysokiego narazenia i ryzyka dla zdrowia konsumentow.
Metody przesiewowe musza opiera¢ si¢ na metodach bioanalitycznych
lub metodach GC-MS. Wyniki przekraczajace warto$¢ odcigcia, ktore
pochodza z probek zbadanych w celu kontroli zgodnosci z najwyzszym
dopuszczalnym poziomem, nalezy zweryfikowa¢, wykonujac ponownie
pelng analiz¢ oryginalnej probki laboratoryjnej z wykorzystaniem
metody potwierdzajace;j.

,Metody potwierdzajace” sa to metody, ktore dostarczajg pelnych lub
uzupetniajgcych informacji pozwalajacych na jednoznaczng identyfikacje
i ilo$ciowe oznaczenie PCDD/F i dioksynopodobnych PCB na najwyz-
szym dopuszczalnym poziomie lub w razie potrzeby na poziomie reago-
wania. W metodach tych wykorzystuje si¢ chromatografic gazowsa
z wysokorozdzielczg spektrometria mas (GC-HRMS) lub chromatografie
gazowa z tandemowg spektrometria mas (GC-MS/MS).

Zgodnosé¢ partii lub podpartii z najwyzszym dopuszczalnym
poziomem

W odniesieniu do niedioksynopodobnych PCB

Partia lub podpartia sa zgodne z najwyzszym dopuszczalnym poziomem,
jezeli suma PCB 28, PCB 52, PCB 101, PCB 138, PCB 153 i PCB 180
(zwanych dalej niedioksynopodobnymi PCB) nie przekracza, przy
uwzglednieniu niepewnosci rozszerzonej pomiaru ('), najwyzszego
dopuszczalnego poziomu ustanowionego w dyrektywie 2002/32/WE.
Partia lub podpartia nie sa zgodne z najwyzszym dopuszczalnym
poziomem ustanowionym w dyrektywie 2002/32/WE, jezeli $rednia
dwoch wynikow analizy uzyskanych metoda granicy oznaczalnosci (%)
z wykorzystaniem analizy powtornej (°) z uwzglednieniem niepewnosci
rozszerzonej pomiaru przekracza ponad wszelka watpliwo$¢ najwyzszy
dopuszczalny poziom, tj. do oceny zgodnosci wykorzystywane jest prze-
analizowane st¢zenie po odjgciu niepewno$ci rozszerzonej pomiaru.

Niepewno$¢ rozszerzong oblicza si¢ przy zastosowaniu wspotczynnika
rozszerzenia 2, ktory daje poziom ufnosci okoto 95 %. Partia lub
podpartia sa niezgodne z wymogami, jesli srednia mierzonych wartosci
po odjeciu niepewnosci rozszerzonej $redniej jest wyzsza niz najwyzszy
dopuszczalny poziom.

W stosownych przypadkach nalezy przestrzega¢ zasad opisanych w ,,Guidance Document on

Measurement Uncertainty for Laboratories performing PCDD/F and PCB Analysis using
Isotope Dilution Mass Spectrometry” (Wytyczne dotyczace niepewnosci pomiaru dla labo-
ratoriow wykonujacych analiz¢ PCDD/F i PCB z zastosowaniem spektrometrii mas z rozcien-
czeniem izotopowym) (http:/ec.europa.eu/food/safety/animal-feed en).

Koncepcja ,,metody granicy oznaczalnosci” (ang. upper-bound) zaklada przyjecie
warto$ci rownej granicy oznaczalnosci dla wszystkich nieoznaczonych ilo§ciowo konge-
neréw. Koncepcja ,,metody zerowej” (ang. lower-bound) zaklada przyjecie wartosci
réwnej zero dla wszystkich nieoznaczonych ilosciowo kongenerow. Koncepcja ,,potowy
granicy oznaczalnosci” (ang. medium-bound) zaktada przyjecie wartosci rownej potowie
granicy oznaczalnosci dla wszystkich nieoznaczonych ilosciowo kongeneréw.

Analiza powtorna: Odrgbna analiza interesujacych analitow przy uzyciu drugiej podwie-
lokrotnej cze$ci tej samej zhomogenizowanej probki. Generalnie zastosowanie maja
wymagania dotyczace powtornej analizy okreslone w zataczniku IT rozdziat C pkt 3.
W przypadku metod przy uzyciu wzorca wewngtrznego znakowanego izotopem wegla
3C dla odpowiednich analitow powtorna analiza jest konieczna tylko wtedy, gdy
w pierwszym oznaczeniu z wykorzystaniem takich metod potwierdzajacych uzyskano
wynik niezgodny z wymogami. Powtorna analiza jest konieczna do wykluczenia mozli-
wosci wewnetrznego zanieczyszczenia krzyzowego lub przypadkowego wymieszania si¢
probek. W razie przeprowadzania analizy w ramach przypadku wystapienia zanieczysz-
czenia mozna zrezygnowa¢ z potwierdzenia wynikow w drodze powtornej analizy, jezeli
probki wybrane do analizy mozna powiaza¢ z przypadkiem wystapienia zanieczyszczenia
na podstawie identyfikowalnosci produktu, a stwierdzony poziom jest znacznie wyzszy
od najwyzszego dopuszczalnego poziomu.
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2.2.

Q)

Q]

Zasady wymienione w akapitach powyzej maja zastosowanie do wyniku
analitycznego otrzymanego z probki pobranej do celéw kontroli urzg-
dowej. W przypadku analizy do celéw obrony praw lub arbitrazu zasto-
sowanie maja przepisy krajowe.

W odniesieniu do PCDD/F i dioksynopodobnych PCB

Partia lub podpartia jest zgodna z wymaganiami dotyczacymi najwyz-
szego dopuszczalnego poziomu, jezeli wynik pojedynczej analizy:

— przeprowadzone] metoda przesiewowa przy wskazniku ilosci
wynikow falszywie ujemnych ponizej 5 % wskazuje, ze poziom
nie przekracza odpowiedniego najwyzszego dopuszczalnego
poziomu PCDD/F ani sumy PCDD/F i dioksynopodobnych PCB,
okreslonych w dyrektywie 2002/32/WE,

— przeprowadzonej metodg potwierdzajaca nie przekracza odpowied-
niego najwyzszego dopuszczalnego poziomu PCDD/F ani sumy
PCDD/F i dioksynopodobnych PCB, okreslonych w dyrektywie
2002/32/WE, przy uwzglednieniu niepewnosci rozszerzonej pomiaru.

Dla badan przesiewowych nalezy ustalic warto$¢ odcigcia dla decyzji
o zgodnosci probki z odpowiednimi najwyzszymi dopuszczalnymi
poziomami ustanowionymi albo dla PCDD/F, albo dla sumy PCDD/F
i dioksynopodobnych PCB.

Partia lub podpartia nie sg zgodne z najwyzszym dopuszczalnym
poziomem ustanowionym w dyrektywie 2002/32/WE, jezeli $rednia
dwéch wynikéw analizy uzyskanych metodg granicy oznaczalnosci (1)
z wykorzystaniem analizy powtdrnej (?) przy zastosowaniu metody
potwierdzajacej z uwzglednieniem niepewnoS$ci rozszerzonej pomiaru
przekracza ponad wszelka watpliwos$¢ najwyzszy dopuszczalny poziom,
tj. do oceny zgodnosci wykorzystywane jest przeanalizowane stezenie po
odjeciu niepewnosci rozszerzonej pomiaru.

Niepewno$¢ rozszerzong oblicza si¢ przy zastosowaniu wspotczynnika
rozszerzenia 2, ktory daje poziom ufnosci okoto 95 %. Partia lub
podpartia sg niezgodne z wymogami, jesli srednia mierzonych wartosci
po odjgciu niepewnosci rozszerzonej §redniej jest wyzsza niz najwyzszy
dopuszczalny poziom.

Nalezy zastosowa¢ sume¢ szacowanych niepewnos$ci rozszerzonych dla
odrgbnych wynikéw analitycznych dla PCDD/F i dioksynopodobnych
PCB w odniesieniu do sumy PCDD/F i dioksynopodobnych PCB.

Zasady wymienione w akapitach powyzej maja zastosowanie do wyniku
analitycznego otrzymanego z probki pobranej do celéw kontroli urzeg-
dowej. W przypadku analizy do celéw obrony praw lub arbitrazu zasto-
sowanie maja przepisy krajowe.

Koncepcja ,,metody granicy oznaczalno$ci” zaktada przyjecie wartosci rownej granicy

oznaczalno$ci dla wszystkich nieoznaczonych ilosciowo kongeneréow przy obliczaniu ich
wkladu w rownowazniku toksycznosci (TEQ). Koncepcja ,,metody zerowej” zakltada
przyjecie wartosci rownej zero dla wszystkich nieoznaczonych ilosciowo kongenerow
przy obliczaniu ich wktadu w TEQ. Koncepcja ,,metody potowy granicy oznaczalno$ci”
zaktada przyjecie wartosci rownej potowie granicy oznaczalnosci dla wszystkich
nieoznaczonych ilosciowo kongenerow przy obliczaniu ich wktadu w TEQ.

Generalnie zastosowanie maja wymagania dotyczace powtornej analizy okreslone
w zalaczniku II rozdziat C pkt 2. W przypadku metod potwierdzajacych przy uzyciu
wzorca wewnetrznego znakowanego izotopem wegla '*C dla odpowiednich analitow
powtorna analiza jest konieczna tylko wtedy, gdy w pierwszym oznaczeniu uzyskano
wynik niezgodny z wymogami. Powtorna analiza jest konieczna do wykluczenia mozli-
wosci wewnetrznego zanieczyszczenia krzyzowego lub przypadkowego wymieszania si¢
probek. W razie przeprowadzania analizy w ramach przypadku wystapienia zanieczysz-
czenia mozna zrezygnowac¢ z potwierdzenia wynikow w drodze powtornej analizy, jezeli
probki wybrane do analizy mozna powiaza¢ z przypadkiem wystapienia zanieczyszczenia
na podstawie identyfikowalnosci produktu, a stwierdzony poziom jest znacznie wyzszy
od najwyzszego dopuszczalnego poziomu.
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3. Wyniki przekraczajace poziomy reagowania ustanowione w zalacz-
niku II do dyrektywy 2002/32/WE

Progi podejmowania dziatan sa narzgdziem wyboru probek w przypad-
kach wymagajacych zidentyfikowania zrodla zanieczyszczen i podjgcia
odpowiednich dziatan, aby je zredukowa¢ lub zlikwidowaé. Metody
przesiewowe powinny ustanowi¢ odpowiednie wartosci odciecia dla
wyboru tych probek. Jesli zidentyfikowanie zrodta i zredukowanie lub
usunigcie zanieczyszczenia wymaga znacznego wysitku, nalezy potwier-
dzi¢ przekroczenie poziomu reagowania powtorng analizg przy zastoso-
waniu metody potwierdzajacej i przy uwzglgdnieniu niepewnosci rozsze-
rzonej pomiaru ().

ROZDZIAL 1l

Przygotowanie probek i wymagania dotyczgce metod analizy stosowanych
w urzedowej kontroli poziomow dioksyn (PCDD/F) i dioksynopodobnych
PCB w paszy

1. Zakres stosowania

Wymogi ustanowione w niniejszym rozdziale nalezy stosowa¢ w przy-
padku paszy analizowanej do celéw urzedowych kontroli poziomow
PCDD/F z atomami chloru w pozycjach 2,3,7,8 oraz dioksynopodob-
nych PCB oraz w odniesieniu do przygotowywania probek oraz
wymogow analitycznych do innych celow regulacyjnych, co obejmuje
kontrole wykonywane przez podmiot dzialajacy na rynku pasz w celu
zapewnienia zgodno$ci z przepisami rozporzadzenia (WE) nr 183/2005
Parlamentu Europejskiego i Rady (%).

Monitorowanie obecnosci PCDD/F i dioksynopodobnych PCB w paszy
mozna przeprowadzaé przy wykorzystaniu dwoch réznych typéw metod
analitycznych:

a) Metody przesiewowe

Celem metod przesiewowych jest wybdr probek o poziomach
PCDD/F i dioksynopodobnych PCB przekraczajacych najwyzsze
dopuszczalne poziomy lub poziomy reagowania. Metody przesie-
wowe zapewniajg wzglednie tanie i szybkie oznaczanie duzej liczby
probek, zwigkszajac w ten sposob szanse na wykrycie nowych przy-
padkoéw wysokiego narazenia i ryzyka dla zdrowia konsumentow. Ich
stosowanie ma na celu unikanie wynikow falszywie ujemnych. Moga
obejmowaé¢ metody bioanalityczne i metody GC-MS.

Metody przesiewowe poréwnuja wynik analityczny z wartoScig
odciecia, dajac odpowiedZ tak/nie odnos$nie do ewentualnego prze-
kroczenia najwyzszego dopuszczalnego poziomu lub poziomu reago-
wania. Stezenie PCDD/F oraz sum PCDD/F i dioksynopodobnych
PCB w probkach podejrzanych o to, ze sg niezgodne z wymogami
dotyczacymi najwyzszego dopuszczalnego poziomu, oznacza si¢ lub
potwierdza przy zastosowaniu metody potwierdzajace;.

Ponadto metody przesiewowe moga da¢ wskazania odnosnie do
pozioméw PCDD/F i dioksynopodobnych PCB obecnych w probcee.
W przypadku stosowania bioanalitycznych metod przesiewowych
wynik wyrazony jest w rownowaznikach bioanalitycznych (BEQ),
a w przypadku stosowania fizykochemicznych metod GC-MS —
jest on wyrazony w rownowaznikach toksycznosci (TEQ). Wyniki
metod przesiewowych wyrazone liczbowo sg odpowiednie do celow

(!) Identyczne wyjasnienie i wymagania dla powtérnej analizy w celu kontroli poziomow
reagowania jak w przypisie 2 powyzej dla najwyzszych dopuszczalnych poziomow.

(®) Rozporzadzenie (WE) nr 183/2005 Parlamentu Europejskiego i Rady z dnia 12 stycznia
2005 r. ustanawiajace wymagania dotyczace higieny pasz (Dz.U. L 35 z 8.2.2005, s. 1).
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wykazywania zgodnosci, podejrzewanej niezgodno$ci z wymogami
lub przekroczenia pozioméw reagowania; wskazuja one réwniez na
zakres poziomoéw w przypadku, gdy nastgpnie zastosowane zostang
metody potwierdzajace. Nie sa one odpowiednie do celéw takich, jak
ocena poziomow tla, oszacowanie pobrania, S$ledzenie tendencji
W czasie oraz ponowna ocena poziomOw reagowania i najwyzszych
dopuszczalnych poziomow.

b) Metody potwierdzajgce

Metody potwierdzajace pozwalaja na jednoznaczng identyfikacje
i illoéciowe oznaczenie PCDD/F i dioksynopodobnych PCB w probce
i dostarczaja pelnych informacji na poziomie kongenerow. Dlatego
metody te pozwalaja na kontrol¢ najwyzszych dopuszczalnych
poziomow i poziomoéw reagowania, w tym potwierdzanie wynikoéw
uzyskanych metodami przesiewowymi. Ponadto wyniki moga by¢
wykorzystywane do innych celow, takich jak oznaczanie niskich
poziomoéw tla w monitorowaniu paszy, Sledzenie tendencji w czasie,
ocena narazenia oraz tworzenie bazy danych na potrzeby ewentualnej
ponownej oceny poziomow reagowania i najwyzszych dopuszczal-
nych poziomoéw. Sa one takze wazne dla ustanowienia profili konge-
nerow w celu zidentyfikowania Zrédla ewentualnego zanieczysz-
czenia. Metody te wykorzystuja GC-HRMS. W celu potwierdzenia
zgodnosci lub niezgodnosci z wymogami dotyczacymi najwyzszego
dopuszczalnego poziomu mozna roéwniez wykorzystywac GC-
MS/MS.

Informacje podstawowe

W celu obliczenia stgzen wyrazonych jako stezenia TEQ nalezy
pomnozy¢ stezenia poszczegdlnych substancji w danej probee przez
ich odpowiednie wspotczynniki rownowazne toksycznosci (TEF) (zob.
rozdziat 1 przypis 1), a nastgpnie zsumowac je, co da faczne stgzenie
zwigzkow dioksynopodobnych wyrazone jako TEQ.

Do celow niniejszej czgsci B przyjeta swoista granica oznaczalno$ci
danego kongeneru jest to najnizsza zawarto$¢ analitu, ktorg mozna zmie-
rzy¢ z istotng pewnoscia statystyczng przy spelnieniu kryteriow identy-
fikacji opisanych w normach uznanych miedzynarodowo, na przyktad
w normie EN 16215:2012 (Pasze — Oznaczanie dioksyn i dioksynopo-
dobnych PCB metoda GC-HRMS oraz wskaznikowych PCB metodg
GC-HRMS) lub w najnowszych wersjach metod EPA 1613 i 1668.

Granicg oznaczalno$ci danego kongeneru mozna okresli¢ jako:

a) stezenie analitu w ekstrakcie probki, ktore wywotuje odpowiedz
instrumentu dla dwoch réznych jondéw, monitorowana przy stosunku
sygnatu do szumu (S/N) wynoszacym 3:1 dla mniej intensywnego
sygnatu danych surowych; lub

b) jezeli z powodow technicznych obliczanie stosunku sygnatu do
szumu nie daje wiarygodnych wynikow — najnizsze stgzenie na
krzywej wzorcowej, ktore daje akceptowalne (< 30 %) i state
(mierzone przynajmniej na poczatku i na koncu serii analitycznej
probek) odchylenie od $redniego wzglednego wspodtczynnika odpo-
wiedzi obliczonego dla wszystkich punktow na krzywej wzorcowej
w kazdej serii probek. Granica oznaczalnosci (LOQ) jest obliczana na
podstawie najnizszego stezenia na krzywej przy uwzglednieniu
odzysku wzorcow wewnetrznych i wielkosci probki.
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Bioanalityczne metody przesiewowe nie daja wynikow na poziomie
kongeneréw, a jedynie wskazanie (') poziomu TEQ wyrazonego
w BEQ, aby uwzgledni¢ fakt, ze nie wszystkie zwiazki obecne
w ekstrakcie probki, ktore wywoluja odpowiedz w badaniu, spetniaja
wszystkie wymagania zasady TEQ.

Metody przesiewowe i potwierdzajace moga by¢ stosowane tylko do
kontroli niektorych matryc, jezeli metody te sa dostatecznie czule, aby
w sposob wiarygodny wykrywaé substancje na poziomie reagowania lub
najwyzszym dopuszczalnym poziomie.

3. Wymagania dotyczace zapewniania jakoSci

3.1. Nalezy podja¢ niezbedne $rodki w celu uniknigcia zanieczyszczenia
krzyzowego na kazdym etapie pobierania i analizy probek.

3.2. Probki nalezy przechowywac i transportowaé w pojemnikach szklanych,
aluminiowych, polipropylenowych lub polietylenowych nadajacych si¢
do tego celu i nie majacych wplywu na poziomy PCDD/F i dioksynopo-
dobnych PCB w probkach. Pojemnik na probki nalezy oczysci¢ z pytu
papierowego.

3.3. Przechowywanie i przewozenie probek nalezy przeprowadzaé w sposob
zachowujacy integralno$¢ probki paszy.

3.4. W razie potrzeby kazda probke laboratoryjng nalezy drobno zmieli¢
i dokladnie wymiesza¢ w sposob gwarantujacy peilna homogenizacje
(np. w sposob umozliwiajacy przesianie przez sito o oczku 1 mm).
Jezeli zawarto$¢ wilgoci jest zbyt wysoka, probki musza zosta¢ osuszone
przed mieleniem.

3.5. Nalezy przeprowadzi¢ kontrolg¢ odczynnikow, aparatury i szkta labora-
toryjnego pod katem ewentualnego wptywu na wyniki oparte na TEQ
lub BEQ.

3.6. Nalezy wykona¢ analiz¢ $lepej proby, obejmujaca przeprowadzenie

pelnej procedury analitycznej, ale bez probki.

3.7. W przypadku metod bioanalitycznych nalezy upewni¢ sig, Ze szkto
laboratoryjne i rozpuszczalniki stosowane podczas analizy sa wolne od
zwigzkow przeszkadzajacych w wykrywaniu zwiazkéw docelowych
w zakresie roboczym. Szklo nalezy przemy¢ rozpuszczalnikami lub
ogrza¢ do temperatur, w ktorych z powierzchni usuwane sa pozostatosci
PCDD/F, zwiazkéw dioksynopodobnych i zwigzkow przeszkadzajacych.

3.8. Ilos¢ probki stosowanej do ekstrakcji musi by¢ wystarczajaca do spet-
nienia wymogow dotyczacych wystarczajaco niskiego zakresu robo-
czego, obejmujacego stgzenia na najwyzszym dopuszczalnym poziomie
lub na poziomie reagowania.

3.9. Konkretne procedury przygotowania probki stosowane do badanych
produktow powinny by¢ zgodne z mi¢dzynarodowymi wytycznymi.

(") Metody bioanalityczne nie sa swoiste dla kongenerow objetych schematem TEF.
W ekstrakcie probki moga by¢ obecne inne zwigzki strukturalnie podobne do zwigzkow
aktywujacych receptor AhR, co przyczynia si¢ do ogodlnej odpowiedzi. Dlatego wyniki
uzyskane metodami bioanalitycznymi nie moga by¢ traktowane jako szacunki, ale raczej
jako wskazanie poziomu TEQ w probce.
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4.2.

43.

5.1

5.2.

5.2.1.

52.2.

5.3.

Wymagania dotyczace laboratoriow

Zgodnie z przepisami rozporzadzenia (WE) nr 882/2004 laboratoria
musza by¢ akredytowane przez uznany organ dzialajagcy zgodnie
z wytyczng ISO 58, aby zapewnié, ze przy przeprowadzaniu analiz
stosuja system zapewniania jakosci. Laboratoria musza posiadaé akredy-
tacje zgodng z normg EN ISO/IEC 17025. W stosownych przypadkach
nalezy stosowaé zasady opisane w wytycznych technicznych dotycza-
cych szacowania niepewnosci pomiaru i granic oznaczalnosci w odnie-
sieniu do analizy PCDD/F i PCB (!).

Bieglos¢ laboratoriow nalezy udowadnia¢ stalym uczestnictwem
w migdzylaboratoryjnych badaniach oznaczania PCDD/F i dioksynopo-
dobnych PCB w odpowiednich matrycach paszy i zakresach stezen.

Laboratoria stosujace przesiewowe metody analityczne do rutynowej
kontroli probek powinny nawigza¢ $cisla wspolpracg z laboratoriami
stosujacymi metody potwierdzajace, zarowno w celach kontroli jakosci,
jak i potwierdzania wynikéw analitycznych podejrzanych probek.

Podstawowe wymagania dotyczace procedury analitycznej dla
dioksyn (PCDD/F) i dioksynopodobnych PCB

Niski zakres roboczy i granica oznaczalnosci

W przypadku PCDD/F wykrywalne ilosci musza osiaggna¢ wysokie
poziomy rzedu femtograméw (10~ '° g) z uwagi na ekstremalng toksycz-
no$¢ niektorych sposrod tych zwigzkow. W przypadku wiekszosci
kongeneréw PCB granica oznaczalno$ci rzedu nanograméw (10 ° g)
jest juz wystarczajaca. W przypadku oznaczania bardziej toksycznych
kongeneréw dioksynopodobnych PCB (w szczegdlnosci kongenerow
podstawionych w pozycji non-orto), dolna granica zakresu roboczego
musi osiagna¢ niskie poziomy rzedu pikograméw (10~ ' g). W przy-
padku wszystkich pozostalych kongenerow PCB granica oznaczania
rzedu nanograméw (10™ ° g) jest juz wystarczajaca.

Wysoka selektywnosé (swoistosé)

Konieczne jest rozroznienie PCDD/F i dioksynopodobnych PCB od
wielu innych wspotekstrahowanych 1 ewentualnie interferujacych
zwigzkow wystepujacych w stezeniach do kilku razy wyzszych od
stezen interesujacych analitow. W przypadku metod GC-MS konieczne
jest rozroznienie mi¢dzy réznymi kongenerami, takimi jako kongenery
toksyczne (np. siedemnascie PCDD/F z atomami chloru w pozycjach
2,3,7,8 oraz dwanascie dioksynopodobnych PCB) i pozostate kongenery.

Metody bioanalityczne musza by¢ w stanie wykrywaé docelowe zwigzki
jako sum¢ PCDD/F lub dioksynopodobnych PCB. Oczyszczanie probki
ma na celu usunigcie zwigzkow dajacych wyniki fatszywie dodatnie lub
zwigzkow, ktére moga zmniejszaé odpowiedz, powodujac wyniki
falszywie ujemne.

Wysoka dokiadnosé (prawdziwosé i precyzja, odzysk testu biologicz-
nego)

W przypadku metod GC-MS oznaczenie musi dostarczy¢ wiarygodnych
szacunkow rzeczywistego stgzenia w probce. Wysoka doktadnosé jest
konieczna, aby unikng¢ odrzucenia wyniku analizy probki z powodu
stabej wiarygodnosci oznaczonego poziomu TEQ. Doktadnos¢ jest wyra-
zona jako prawdziwos¢ (réznica migdzy S$rednig wartoscig mierzong

(") ,,Guidance Document on Measurement Uncertainty for Laboratories performing PCDD/F
and PCB Analysis using Isotope Dilution Mass Spectrometry” (Wytyczne dotyczace
niepewnosci pomiaru dla laboratoriow wykonujacych analiz¢ PCDD/F i PCB z zastoso-
waniem spektrometrii mas z rozcienczeniem izotopowym) (http://ec.europa.eu/food/
safety/animal-feed_en), ,,Guidance Document on the Estimation of LOD and LOQ for
Measurements in the Field of Contaminants in Feed and Food” (Wytyczne dotyczace
szacowania LOD i LOQ na potrzeby pomiaréw w dziedzinie zanieczyszczen w paszy
i zywnosci) (http://ec.europa.eu/food/safety/animal-feed en).
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5.4.

5.4.1.

5.4.2.

5.5.

5.5.1.

5.6.

w odniesieniu do analitu w certyfikowanym materiale a jego certyfiko-
wang warto$cia, wyrazona w procentach) i precyzja (RSDr wzgledne
odchylenie standardowe obliczone na podstawie wynikow osiagnigtych
w warunkach odtwarzalno$ci).

W przypadku metod bioanalitycznych nalezy oznaczy¢ odzysk testu
biologicznego. Odzysk testu biologicznego jest to poziom BEQ obli-
czony z krzywej wzorcowej TCDD lub PCB 126, skorygowany
o wynik dla probki slepej, a nastgpnie podzielony przez poziom TEQ
oznaczony metoda potwierdzajaca. Jego celem jest korekta takich czyn-
nikéw, jak strata PCDD/F i zwigzkow dioksynopodobnych podczas
ekstrakcji i oczyszczania, zwigzki wspotekstrahowane zwickszajace lub
zmniejszajace odpowiedz (efekt agonistyczny lub antagonistyczny),
jakos¢ dopasowania krzywej lub réznice migdzy wartoSciami TEF
a warto$ciami wzglednego potencjatu dzialania (REP). Odzysk testu
biologicznego jest obliczany na podstawie wynikow badania odpowied-
nich probek referencyjnych zawierajacych reprezentatywny profil konge-
ner6w na poziomie zainteresowania.

Walidacja w zakresie najwyzszego dopuszczalnego poziomu oraz srodki
ogolnej kontroli jakosci

Laboratoria musza wykaza¢ skuteczno$§¢ metody w zakresie najwyz-
szego dopuszczalnego poziomu, np. 0,5-, 1- i 2-krotno$¢ najwyzszego
dopuszczalnego poziomu wraz z akceptowalng warto$cig wspotczynnika
zmiennosci obliczonego dla wielokrotnych powtdrzen analizy podczas
procedury walidacji oraz podczas rutynowej analizy.

W ramach wewnatrzlaboratoryjnej kontroli jakosci nalezy regularnie
przeprowadzac¢ slepe proby i badania z wykorzystaniem proby wzboga-
conej lub analizy probek kontrolnych (zwlaszcza certyfikowanych mate-
riatow referencyjnych, jezeli materialy takie sa dostgpne). Wykresy
kontroli jakosci dla $lepych prob, badan z wykorzystaniem proby wzbo-
gaconej lub analiz probek kontrolnych nalezy rejestrowac i kontrolowac,
aby upewni¢ si¢, ze skuteczno$¢ analityczna jest zgodna z wymaga-
niami.

Granica oznaczalnosci

W przypadku bioanalitycznej metody przesiewowej ustanowienie
granicy oznaczalnosci (LOQ) nie jest niezbednym wymogiem, ale nalezy
dowies$¢, ze metoda pozwala na rozréznienie migdzy Slepa proba a warto-
$cig odcigcia. Podajac poziom BEQ, nalezy ustali¢ poziom zglaszania,
aby uwzgledni¢ probki wykazujace odpowiedz ponizej tego poziomu.
Nalezy wykazaé, ze poziom zglaszania jest rézny od procedury slepej
proby co najmniej o wspotezynnik 3 przy odpowiedzi ponizej zakresu
roboczego. W zwiazku z powyzszym nalezy go obliczy¢ z probek
zawierajacych zwiazki docelowe w granicach wymaganego poziomu
minimalnego, a nie ze wspoélczynnika S/N lub ze $lepej proby.

Granica oznaczalnoéci (LOQ) dla metody potwierdzajacej powinna
wynosi¢ ok. jednej piatej najwyzszego dopuszczalnego poziomu.

Kryteria analityczne

Dla uzyskania wiarygodnych wynikow metoda potwierdzajaca lub prze-
siewowg, w zakresie najwyzszego dopuszczalnego poziomu nalezy
spelni¢ ponizsze kryteria dla wartosci, odpowiednio, TEQ lub BEQ,
niezaleznie od tego, czy sa oznaczane jako catkowita wartos¢ TEQ
czy catkowita warto$¢ BEQ (jako suma PCDD/F i dioksynopodobnych
PCB), czy oddzielnie dla PCDD/F i dioksynopodobnych PCB:
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5.7.

5.7.1.

5.7.2.

5.7.3.

5.7.4.

5.7.5.

5.7.6.

Bioanalityczna lub fizy-
kochemiczna metoda | Metody potwierdzajace
przesiewowa

Wskaznik ilosci <5%
wynikow falszywie
ujemnych (')
Prawdziwos¢ —20 % do 20 %
Powtarzalnos¢ (RSD,) <20 %
Precyzja posrednia <25% <15%
(RSDg)

(') W odniesieniu do najwyzszych dopuszczalnych poziomow.

Szczegotowe wymagania dotyczgce metod przesiewowych

W metodach przesiewowych mozna stosowac¢ zarowno metody GC-MS,
jak i metody bioanalityczne. W przypadku metod GC-MS zastosowanie
maja wymagania ustanowione w pkt 6. W przypadku metod bioanali-
tycznych opierajacych si¢ na oznaczeniach komoérkowych zastosowanie
maja szczegdtowe wymogi ustanowione w pkt 7.

Laboratoria stosujace metody przesiewowe do rutynowej kontroli probek
musza nawigza¢ $cisla wspotprace z laboratoriami stosujacymi metode
potwierdzajaca.

Weryfikacja skutecznosci metody przesiewowej jest wymagana podczas
rutynowej analizy w drodze kontroli jakosci analizy i walidacji metody
podczas analizy. Nalezy prowadzi¢ ciagly program kontroli wynikow
ujemnych.

Nalezy sprawdzaé, czy nie zachodzi ewentualne ttumienie odpowiedzi
komorek i cytotoksycznosci:

20 % ekstraktow probek nalezy analizowac rutynowo metoda przesie-
wowa z dodanym 2,3,7,8-TCDD i bez, zgodnym z najwyzszym dopusz-
czalnym poziomem lub poziomem reagowania, aby sprawdzi¢, czy
odpowiedz jest ewentualnie tlumiona przez substancje przeszkadzajace
obecne w ekstrakcie probki. Zmierzone stgzenie probki wzbogaconej
nalezy poréowna¢ do sumy stgzenia ekstraktu probki niewzbogaconej
1 stezenia wzbogacenia. Jezeli zmierzone st¢zenie jest o ponad 25 %
nizsze niz obliczone (zsumowane) stg¢zenie, wskazuje to na ewentualne
thumienie sygnatu, a odpowiednia probka musi zosta¢ przekazana do
analizy metoda potwierdzajaca GC/HRMS. Wyniki nalezy monitorowaé
na wykresach kontroli jako$ci.

Kontrola jako$ci probek ujemnych

Okoto 2-10 % probek ujemnych, zaleznie od matrycy probki i doswiad-
czenia laboratorium, nalezy potwierdzi¢ metoda GC/HRMS.

Oznaczenie wskaznika ilo$ci wynikow fatszywie ujemnych z danych
kontroli jako$ci

Nalezy oznaczy¢ wskaznik ilo§ci wynikow fatszywie ujemnych z badan
przesiewowych probek ponizej i powyzej najwyzszego dopuszczalnego
poziomu lub poziomu reagowania. Wskaznik rzeczywistej ilo$ci
wynikow falszywie ujemnych nie moze przekracza¢ 5 %. Po uzyskaniu
co najmniej 20 potwierdzonych wynikow na matrycg/grupe matryc
z kontroli jakos$ci probek ujemnych nalezy z tej bazy danych wyciagnaé
wnioski dotyczace wskaznika ilosci wynikow fatszywie ujemnych. Do
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tych 20 wynikow w celu oceny wskaznika ilosci wynikow falszywie
ujemnych mozna takze wiaczy¢ wyniki uzyskane na probkach analizo-
wanych w badaniach bieglosci lub podczas przypadkow wystapienia
zanieczyszczenia, obejmujace zakres stezen do np. 2-krotno$ci najwyz-
szego dopuszczalnego poziomu. Probki powinny obejmowaé najczgstsze
profile kongeneréw, reprezentujace rézne zrodta.

Chociaz badania przesiewowe powinny mie¢ na celu wykrywanie
probek przekraczajacych poziom reagowania, kryterium okreslania
wskaznika ilo$ci wynikow falszywie ujemnych jest najwyzszy dopusz-
czalny poziom, przy uwzglednieniu niepewnosci rozszerzonej pomiaru
metody potwierdzajacej.

Ewentualne dodatnie wyniki probek z badania przesiewowego musza
zawsze zosta¢ zweryfikowane za pomoca petnej ponownej analizy orygi-
nalnej probki laboratoryjnej z zastosowaniem metody potwierdzajacej.
Probki te moga by¢ tez zastosowane do oceny odsetka wynikow
fatszywie dodatnich. W przypadku metod przesiewowych czestosé
wynikéw falszywie dodatnich to odsetek wynikow potwierdzonych
jako ujemne metoda potwierdzajaca, ktére we wezesniejszych badaniach
przesiewowych byly uznane za potencjalnie dodatnie. Ocena korzysci
metody przesiewowej powinna by¢ oparta na poréwnaniu probek
falszywie dodatnich z catkowitg liczba sprawdzonych probek. Czgstosé
ta musi by¢ na tyle niska, aby stosowanie narzg¢dzia przesiewowego byto
korzystne.

Metody bioanalityczne w warunkach walidacji musza dostarczy¢ wiary-
godnego wskazania poziomu TEQ, obliczonego i wyrazonego jako
BEQ.

Takze w przypadku metod bioanalitycznych przeprowadzanych w powta-
rzalnych warunkach wewnatrzlaboratoryjny RSD, bytby zwykle nizszy
niz w warunkach odtwarzalnosci RSDg.

Szczegélowe wymagania dotyczace technik GC-MS w metodach
przesiewowych lub potwierdzajacych

Dopuszczalne roznice miedzy wynikami WHO-TEQ uzyskanymi metodg
granicy oznaczalnosci i metodq zerowg

Do celow potwierdzenia, ze zostaly przekroczone najwyzsze dopusz-
czalne poziomy lub, w razie potrzeby, poziomy reagowania, réznica
migdzy wynikiem uzyskanym metoda granicy oznaczalno$ci a wynikiem
uzyskanym metoda zerowa nie powinna przekracza¢ 20 %.

Kontrola pozioméw odzysku

Rozpoczynajac analizg, np. przed ekstrakcja, nalezy doda¢ wzorce
wewnetrzne PCDD/F z atomami chloru w pozycjach 2,3,7,8 i znakowa-
nych izotopem wegla '*C, oraz wzorce wewnetrzne dioksynopodobnych
PCB znakowanych izotopem wegla '3C w celu walidacji procedury
analitycznej. Dodaje si¢ co najmniej jeden kongener dla kazdej grupy
homologicznej, od tetra- do oktachlorowanego PCDD/F oraz co najmniej
1 kongener dla kazdej grupy homologicznej dioksynopodobnych PCB
(alternatywnie, co najmniej 1 kongener na kazdy wyselekcjonowany jon
widma masowego, rejestrujacy funkcje shuzaca do monitorowania
PCDD/F i dioksynopodobnych PCB). W przypadku metod potwierdza-
jacych nalezy zastosowa wszystkie siedemnascie wzorcow wewngtrz-
nych PCDD/F z atomami chloru w pozycjach 2,3,7,.8 i znakowanych
izotopem wegla '*C oraz wszystkie dwanascie wzorcow wewnetrznych
dioksynopodobnych PCB znakowanych izotopem wegla '>C.
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Dla tych kongenerow, dla ktorych nie zastosowano analogéw znakowa-
nych izotopem wegla '>C, nalezy réwniez oznaczyé wzgledne wspot-
czynniki odpowiedzi przez zastosowanie odpowiednich roztworow
kalibracyjnych.

W przypadku paszy pochodzenia roslinnego i paszy pochodzenia zwie-
rzgcego zawierajagcych mniej niz 10 % tluszczu dodawanie wzorcow
wewngetrznych przed ekstrakcja jest obowigzkowe. W przypadku paszy
pochodzenia zwierzgcego zawierajacej wiecej niz 10 % tluszczu wzorce
wewngetrzne moga zosta¢ dodane przed albo po ekstrakcji tluszczu.
Zaleznie od etapu, na ktorym wprowadza si¢ wzorce wewnetrzne, nalezy
dokona¢ wtasciwej walidacji skutecznosci ekstrakeji.

Przed analiza GC-MS nalezy doda¢ 1 lub 2 wzorce odzysku.

Konieczna jest kontrola odzysku. W przypadku metody potwierdzajacej
odzysk poszczegélnych wzorcow wewngtrznych musi miesci¢  si¢
w zakresie od 60 do 120 %. Dopuszczalne sa nizsze lub wyzsze
warto$ci odzysku dla poszczegélnych kongenerow, w szczegdlnosci
dla niektorych hepta- i oktachlorowanych dibenzo-p-dioksyn i dibenzo-
furanow, jezeli ich udziat w wartosci TEQ nie przekracza 10 % catko-
witej wartosci TEQ (na podstawie PCDD/F oraz dioksynopodobnych
PCB). W przypadku metod przesiewowych GC-MS odzysk powinien
miesi¢ si¢ w zakresie od 30 do 140 %.

Usuwanie substancji przeszkadzajgcych

— Rozdzielenie PCDD/F od interferujacych zwigzkow chlorowanych,
takich jak niedioksynopodobne PCB czy polichlorowane difenyloe-
tery, nalezy przeprowadzi¢ przez zastosowanie odpowiednich technik
chromatograficznych (najlepiej stosujac jako wypetnienie kolumny
florisil, tlenek glinu lub wegiel).

— Rozdzielanie izomeréw metoda chromatografii gazowej musi
wynosi¢ < 25 % nakladania si¢ pikow pomiedzy 1,2,3,4,7,8-
HxCDF i 1,2,3,6,7,8-HxCDF.

Kalibracja przy zastosowaniu krzywej wzorcowej

Zakres krzywej wzorcowej musi obejmowac odpowiednie zakresy
najwyzszych dopuszczalnych pozioméw lub pozioméw reagowania.

Szczegolowe kryteria dla metod potwierdzajgcych

— Dla GC-HRMS:

Przy HRMS rozdzielczo$¢ powinna zazwyczaj by¢ wigksza albo
rowna 10 000 dla catego zakresu masy przy 10 % dolinie.

Spetnienie dalszych kryteriow identyfikacji i potwierdzenia opisa-
nych w normach uznanych miedzynarodowo, na przyktad w normie
EN 16215:2012 (Pasze — Oznaczanie dioksyn i dioksynopodobnych
PCB metoda GC-HRMS oraz wskaznikowych PCB metods
GC-HRMS) lub w najnowszych wersjach metod EPA 1613 i 1668.

— Dla GC-MS/MS:

Monitorowanie przynajmniej 2 okre§lonych jondw macierzystych,
z ktorych kazdy posiada jeden okreslony odpowiadajagcy mu przej-
Sciowy jon potomny, dla wszystkich znakowanych i nieznakowanych
analitow w zakresie analizy.

Najwyzsza dopuszczalna tolerancja dla wzglednych intensywnosci
jonow wynoszaca = 15 % dla wybranych przejsciowych jonoéw
potomnych w poréwnaniu z warto$ciami obliczonymi lub zmierzo-
nymi (Srednia z wzorcow), z zastosowaniem identycznych warunkéw
MS/MS — w szczegblnosci energii zderzenia i ci$nienia gazu przy
zderzeniu — dla kazdego przejscia analitu.
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Rozdzielczo$¢ dla kazdego kwadrupola okresla si¢ jako réwnag lub
lepsza w stosunku do jednostkowej rozdzielczosci masy (jedno-
stkowa rozdzielczo$¢ masy: rozdzielczo$¢ wystarczajaca do rozdzie-
lenia dwoch pikow oddalonych o jedng jednostke masy) w celu
zminimalizowania mozliwych interferencji dotyczacych analitow
bedacych przedmiotem zainteresowania.

Spetnienie dalszych kryteriow opisanych w normach uznanych
miedzynarodowo, na przyklad w normie EN 16215:2012 (Pasze —
Oznaczanie dioksyn i dioksynopodobnych PCB metoda GC-HRMS
oraz wskaznikowych PCB metoda GC-HRMS) lub w najnowszych
wersjach metod EPA 1613 i 1668, z wyjatkiem obowiazku zastoso-
wania GC-HRMS.

Szczegolowe wymagania dotyczace metod bioanalitycznych

Metody bioanalityczne sg to metody oparte na zasadach biologicznych,
np. oznaczenia wykorzystujace hodowle komorkowe, receptor lub testy
immunologiczne. W pkt 7 ustanowiono ogélne wymogi dla metod
bioanalitycznych.

Metoda przesiewowa zasadniczo pozwala zaklasyfikowaé probke jako
ujemng lub podejrzana o bycie dodatnig. W tym celu obliczony poziom
BEQ jest porownywany z wartoscia odcigcia (zob. pkt 7.3). Probki
ponizej warto$ci odcigcia s3 uznawane za ujemne, a probki rowne
wartosci odcigcia lub ja przekraczajace — za podejrzane o bycie dodat-
nimi i wymagajace analizy metoda potwierdzajaca. W praktyce poziom
BEQ odpowiadajacy 2/3 najwyzszego dopuszczalnego poziomu moze
postuzy¢ jako warto$¢ odcigeia, pod warunkiem Ze zapewnione sa:
wskaznik liczby wynikow falszywie ujemnych ponizej 5 % i1 dopusz-
czalny wskaznik wynikow fatszywie dodatnich. Przy odrgbnych najwyz-
szych dopuszczalnych poziomach dla PCDD/F i dla sumy PCDD/F
i dioksynopodobnych PCB sprawdzanie zgodnos$ci probek bez frakcjo-
nowania wymaga odpowiednich warto$ci odcigcia testu biologicznego
dla PCDD/F. Jako warto$¢ odcigcia do sprawdzenia probek przekracza-
jacych poziomy reagowania wystarcza odpowiedni odsetek danego
poziomu reagowania.

Jesli orientacyjny poziom jest wyrazony w BEQ, wyniki probek musza
by¢ w zakresie roboczym i przekracza¢ poziom zglaszania (zob. pkt
7.1.1 1 7.1.6).

Ocena czutosci badania

Wymagania ogdlne

— Podczas obliczania st¢Zenia z krzywej wzorcowej TCDD warto$ci na
gornej granicy krzywej wykazywac beda wysoka zmienno$¢ (wysoki
wspolczynnik zmiennosci, CV). Zakres roboczy to obszar, w ktérym
CV jest mniejszy niz 15 %. Dolna granica zakresu roboczego
(poziom zglaszania) musi zosta¢ ustalona (co najmniej o wspol-
czynnik 3) powyzej S$lepej probki proceduralnej. Gorna granica
zakresu roboczego jest zwykle reprezentowana przez warto§¢ ECyg
(70 % najwyzszego skutecznego stezenia), ale jest nizsza, jezeli CV
jest wyzszy niz 15 % w tym zakresie. Zakres roboczy musi by¢
ustalony podczas walidacji. Wartosci odcigcia (zob. pkt 7.3) musza
miesci¢ si¢ w zakresie roboczym.

— Roztwory wzorcowe i ekstrakty probek nalezy zbadaé trzykrotnie lub
co najmniej dwukrotnie. Przy stosowaniu dwukrotnego badania
roztwor standardowy lub ekstrakt kontrolny badany w 4—6 dotkach
rozmieszczonych na plytce musi wywotaé odpowiedz lub daé
stezenie (mozliwe tylko w zakresie roboczym) w oparciu o CV
<15 %.
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Kalibracja

7.1.2.1. Kalibracja przy zastosowaniu krzywej wzorcowej

— Poziomy w probkach nalezy oszacowac przez poréwnanie czulosci
badania z krzywa wzorcowg TCDD (lub PCB 126 albo mieszaniny
wzorcowej PCDD/PCDF/dioksynopodobnych PCB) w celu obli-
czenia poziomu BEQ w ekstrakcie, a nastgpnie w probcee.

— Krzywe wzorcowe powinny zawieraé 8-12 stezen (co najmniej
w dwukrotnym badaniu) z wystarczajaca iloscia stgzen w dolnych
zakresach krzywej (zakres roboczy). Szczegdlng uwage nalezy
zwroci¢ na jako$¢ dopasowania krzywej w roboczym zakresie.
Warto$¢ R? jako taka ma niewielkie lub zadne znaczenie przy szaco-
waniu dopasowania w regresji nieliniowej. Lepsze dopasowanie jest
osiggane poprzez minimalizowanie roznicy migdzy obliczanym
a obserwowanym poziomem w zakresie roboczym krzywej, np.
przez minimalizowanie sumy kwadratow reszt.

— Oszacowany poziom w ekstrakcie probki jest nastgpnie korygowany
o poziom BEQ obliczany dla §lepej probki matrycowej lub proby
odczynnikowej (aby uwzgledni¢ zanieczyszczenia z zastosowanych
rozpuszczalnikow i chemikaliéw) oraz odzysk (obliczany z poziomu
BEQ odpowiednich probek referencyjnych zawierajacych reprezen-
tatywny profil kongeneré6w na poziomie zblizonym do wartosci
najwyzszego dopuszczalnego poziomu lub poziomu reagowania).
Dla przeprowadzenia korekty odzysku odzysk musi zawsze miesci¢
si¢ w wymaganym zakresie (zob. pkt 7.1.4). Probki referencyjne
stosowane do korekty odzysku musza by¢ zgodne z wymaganiami
podanymi w pkt 7.2.

7.1.2.2. Kalibracja przy zastosowaniu probek referencyjnych

Alternatywnie mozna zastosowa¢ krzywa wzorcowa przygotowang na co
najmniej 4 probkach referencyjnych (zob. pkt 7.2.4): jedna $lepa probka
matrycowa plus trzy probki referencyjne o wartosci 0,5-, 1- i 2-krotnego
najwyzszego dopuszczalnego poziomu lub poziomu reagowania), elimi-
nujac potrzebe korekty o probke Slepa i odzysk, jezeli wiasciwosci
matrycy probek referencyjnych odpowiadajg wlasciwosciom nieznanych
probek. W takim przypadku czulo$¢ badania odpowiadajacg 2/3 najwyz-
szego dopuszczalnego poziomu (zob. pkt 7.3) mozna obliczy¢ bezpo-
Srednio z tych probek i zastosowac jako warto§¢ odcigcia. Dla spraw-
dzenia probek przekraczajacych poziomy reagowania jako warto§¢
odcigcia wystarcza odpowiedni odsetek tych pozioméw reagowania.

Oddzielne oznaczanie PCDD/F i dioksynopodob-
nych PCB

Ekstrakty mozna rozdziela¢ na frakcje zawierajace PCDD/F i dioksyno-
podobne PCB, umozliwiajac oddzielne oznaczanie poziomow TEQ dla
PCDD/F i dioksynopodobnych PCB (wyrazonych w BEQ). Do oceny
wynikéw dla frakcji zawierajacej dioksynopodobne PCB najlepiej zasto-
sowa¢ standardowa krzywa wzorcowa PCB 126.

Odzysk testu biologicznego

,,Odzysk testu biologicznego” nalezy obliczy¢ na odpowiednich
probkach referencyjnych z reprezentatywnymi profilami kongenerow
w granicach najwyzszego dopuszczalnego poziomu lub poziomu reago-
wania i wyrazi¢ jako odsetek poziomu BEQ w poréownaniu do poziomu
TEQ. Zaleznie od typu badania i zastosowanych TEF (') r6znice miedzy
czynnikami TEF i REP dla dioksynopodobnych PCB mogg spowodowaé

(") Aktualne wymogi sa oparte na TEF opublikowanych w: M. Van den Berg et al, Toxicol

Sci 93 (2), 223-241 (2006).
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niski odzysk dla dioksynopodobnych PCB w poréwnaniu z PCDD/F.
Dlatego, jezeli przeprowadzane jest odrgbne oznaczenie PCDD/F
i dioksynopodobnych PCB, odzysk testu biologicznego powinien
wynosi¢: dla dioksynopodobnych PCB: 20-60 %, dla PCDD/F: 50-130
% (zakresy stosowane sa do krzywej wzorcowej TCDD). Poniewaz
udziat dioksynopodobnych PCB w sumie PCDD/F i dioksynopodobnych
PCB moze roznic si¢ zaleznie od réznych matryc i probek, odzyski testu
biologicznego dla sumy PCDD/F i dioksynopodobnych PCB odzwier-
ciedlaja te zakresy i powinny wynosi¢ od 30 do 130 %. Kazda znaczna
zmiana warto$ci TEF w przepisach unijnych w odniesieniu do PCDD/F
i dioksynopodobnych PCB wymaga zmiany tych zakresow.

Kontrola pozioméw odzysku na potrzeby oczysz-
czania

Podczas walidacji nalezy sprawdzi¢ strate zwiazkoéw podczas oczysz-
czania. Slepa probke wzbogacona mieszanina réznych kongeneréw
nalezy przekaza¢ do oczyszczania (co najmniej n = 3), a odzysk i zmien-
no$¢ sprawdzi¢ metoda potwierdzajaca. Odzysk powinien wynosi¢ od 60
do 120 % szczegdlnie dla kongenerow majacych ponad 10 % udziat
w poziomie TEQ w réznych mieszaninach.

Poziom zgtaszania

Przy zglaszaniu pozioméw BEQ nalezy okre$li¢ poziom zglaszania na
odpowiednich probkach matrycy, obejmujacych typowe profile konge-
neréw, ale nie z krzywej wzorcowej wzorcow ze wzgledu na niska
precyzje w dolnym zakresie krzywej. Nalezy uwzgledni¢ wplywy
z ekstrakcji i oczyszczania. Poziom zglaszania nalezy ustali¢ co najmniej
o wspélczynnik 3 powyzej Slepej probki proceduralne;j.

Stosowanie probek referencyjnych

Probki referencyjne reprezentuja matryce probki, profile kongenerow
i zakresy stezen dla PCDD/F i dioksynopodobnych PCB w granicach
najwyzszego dopuszczalnego poziomu lub poziomu reagowania.

Do kazdej serii badan wiacza si¢ §lepa probe matrycowa lub, jezeli to
niemozliwe, $lepa probe proceduralng oraz probke referencyjng na
najwyzszym dopuszczalnym poziomie lub na poziomie reagowania.
Probki te musza zosta¢ ekstrahowane i zbadane w tym samym czasie
w identycznych warunkach. Probka referencyjna musi dawaé wyraznie
podwyzszong odpowiedZz w poréwnaniu ze S$lepg proba, gwarantujac
w ten sposob przydatno$é badania. Probki te mozna zastosowaé do
korekty $lepej proby i korekty odzysku.

Probki referencyjne wybrane do przeprowadzenia korekty odzysku
musza by¢ reprezentatywne dla probek badanych, co oznacza, ze profile
kongeneréw nie moga prowadzi¢ do niedoszacowania poziomow.

Mozna wiaczy¢ dodatkowe probki referencyjne zawierajace np. 0,5- i 2-
krotno$¢ najwyzszego dopuszczalnego poziomu lub poziomu reago-
wania, aby wykaza¢ wlasciwa skutecznos$¢ badania — w zakresie zainte-
resowania — do celéw kontroli najwyzszego dopuszczalnego poziomu
lub poziomu reagowania. Probki te mozna zastosowaé tgcznie do obli-
czania pozioméw BEQ w probkach badanych (zob. pkt 7.1.2.2).
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Oznaczenie wartosci odciecia

Nalezy ustali¢ relacje migdzy wynikami bioanalitycznymi wyrazonymi
w BEQ a wynikami metody potwierdzajacej wyrazonymi w TEQ (np.
w drodze eksperymentow kalibracji przy zastosowaniu dopasowanej
matrycy, z uzyciem probek referencyjnych wzbogaconych o 0-, 0,5-,
1- 1 2-krotno$¢ najwyzszego dopuszczalnego poziomu przy 6 powtorze-
niach na kazdym poziomie (n = 24). Z tej relacji mozna oszacowaé
wspotczynniki korekcji (Slepa proba i odzysk), jednak nalezy je spraw-
dzi¢ zgodnie z pkt 7.2.2.

Wartoéci odcigeia nalezy wustalic dla decyzji o zgodnosci probki
z najwyzszymi dopuszczalnymi poziomami lub dla celow kontroli
poziomow reagowania, jezeli ma to znaczenie, przy odpowiednich
najwyzszych dopuszczalnych poziomach lub poziomach reagowania
ustanowionych dla PCDD/F i dla dioksynopodobnych PCB osobno
albo dla sumy PCDD/F i dioksynopodobnych PCB. Sag one reprezento-
wane przez dolng granice rozkladu wynikow bioanalitycznych (skory-
gowang o wynik badania probki $lepej i odzysk), odpowiadajacg decy-
zyjnej warto$ci granicznej metody potwierdzajacej w oparciu o 95 %
poziom ufnosci, zaktadajac wskaznik liczby wynikow falszywie ujem-
nych na poziomie < 5 % oraz RSDgr < 25 %. Decyzyjna warto$¢
graniczna metody potwierdzajacej to najwyzszy dopuszczalny poziom,
przy uwzglednieniu niepewnos$ci rozszerzonej pomiaru.

Warto$¢ odciecia (w BEQ) mozna obliczy¢ wedlug jednego ze
sposobow podanych w pkt 7.3.1, 7.3.2 oraz 7.3.3 (zob. rysunek 1).

Zastosowanie dolnego pasma 95 % przedziatu predykcji przy decyzyjnej
warto$ci granicznej metody potwierdzajacej

wartos¢ odcigcia = BEQpr — Syx X tof=m - 2\/1/n +1/m+ (x; — )?)Z/Qxx

gdzie:

BEQpL warto§¢ BEQ odpowiadajaca decyzyjnej  wartosci
granicznej metody potwierdzajacej bedacej najwyzszym
dopuszczalnym poziomem, przy uwzglednieniu niepew-
nos$ci rozszerzonej pomiaru

Sy.x odchylenie standardowe reszt

toof = m2 czynnik Studenta (a = 5 %, f = stopnie swobody, jedno-

stronne)
m catkowita liczba punktéw kalibracji (indeks j)
n liczba powtorzen na kazdym poziomie
Xi stgzenie probki (w TEQ) w punkcie kalibracji i okreslone

metodg potwierdzajaca

!

$rednia stgzen (w TEQ) wszystkich probek kalibracji

Qxx = Z(x,- - )_6)2 parametr kwadratu sumy, i = indekspunktu kalibracji i
j=1

Obliczenie z wynikéw bioanalitycznych (skorygowanych o probke Slepa
i odzysk) wielokrotnych analiz proébek (n> 6) zanieczyszczonych na
poziomie decyzyjnej warto$ci granicznej metody potwierdzajacej, jako
dolna granica dystrybucji danych przy odpowiadajacej $redniej wartosci
BEQ:

Warto$¢ odcigeia = BEQp — 1,64 x SDg
gdzie:

SDr  odchylenie standardowe wynikow testu biologicznego przy
BEQp;, mierzone w warunkach odtwarzalno$ci wewnatrzlabora-

toryjnej
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7.4.
7.4.1.

Obliczenie jako $redniej wartosci wynikow bioanalitycznych (w BEQ,
skorygowanych o probg $lepa i odzysk) z wielokrotnej analizy probek (n
> 6) zanieczyszczonych na poziomie 2/3 najwyzszego dopuszczalnego
poziomu lub poziomu reagowania, oparte na obserwacji, ze ten poziom
bedzie miescit si¢ w granicach odciecia oznaczonych zgodnie z pkt 7.3.1
lub 7.3.2:

Obliczenie wartos$ci odcigcia w oparciu o 95 % przedzial ufnosci przy
zatozeniu wskaznika ilosci wynikow falszywie ujemnych na poziomie
< 5 % oraz RSDy < 25 %:

1) z dolnego pasma 95 % przedzialu predykcji przy poziomie decy-
zyjnej warto$ci granicznej metody potwierdzajacej;

2) z wielokrotnych analiz probek (n > 6) zanieczyszczonych na
poziomie decyzyjnej warto$ci granicznej metody potwierdzajace;j,
jako dolna granica dystrybucji danych (reprezentowana na rysunku
przez krzywa dzwonowa) przy odpowiadajacej $redniej wartoSci
BEQ.

Rysunek 1
Wyniki
bioanalityczne // o
(BEQ) P
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’
.
7’
L7 o)
7 @)
l,/ o
.
i 7’
/,6 e
.
’
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warto$¢ graniczna ,/ ,
‘ ’ P .
e R Linia regresji
$6 ’ e z 95 % przedziatem
x\gacritgzg o o 7 predykcji
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podejmowania . 3 ,
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.
.
.

Poziom Najwyz-

podejmo-  szy wartosé
wania dopusz- graniczna
dziatai  czalny
poziom

Ograniczenia wartosci odcigcia:

Wartoéci odcigcia oparte na BEQ obliczone z RSDg uzyskanego
podczas walidacji przy zastosowaniu ograniczonej liczby probek
o roznych profilach matryc/kongenerow moga przekracza¢ najwyzsze
dopuszczalne poziomy lub poziomy reagowania oparte na TEQ ze
wzgledu na lepsza precyzj¢ niz precyzja osiagana rutynowo, kiedy trzeba
kontrolowa¢ nieznane spektrum mozliwych profili kongeneréw. W takich
przypadkach warto$ci odcigcia nalezy oblicza¢é z RSDr = 25 % lub
nalezy wybra¢ 2/3 warto$ci najwyzszego dopuszczalnego poziomu lub
poziomu reagowania.

Parametry skutecznosci metody

Poniewaz w metodach bioanalitycznych niemozliwe jest stosowanie
wzorcOw wewnetrznych, nalezy przeprowadzi¢ badania powtarzalnosci
metod bioanalitycznych pozwalajace na uzyskanie informacji o odchy-
leniu standardowym w obrebie jednej serii badan i migdzy tymi seriami.
Powtarzalno$¢ powinna by¢ na poziomie ponizej 20 %, a odtwarzalnos¢
wewnatrzlaboratoryjna — ponizej 25 %. Wyniki te powinny opieraé si¢
na obliczonych poziomach w BEQ po korekcie proby $lepej i odzysku.

Decyzyina \\wniki HRGC/HRMS (TEQ)
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7.4.2.

7.4.3.

7.4.4.

7.4.5.

7.4.6.

7.4.7.

7.4.8.

7.4.9.

8.1.

8.1.1.

Jako czg$¢ procesu walidacji nalezy wykaza¢, ze badania pozwalaja na
odroznienie migdzy proba slepa a poziomem wartosci odcigcia, umozli-
wiajac identyfikacje¢ probek powyzej odpowiadajacej wartosci odcigeia
(zob. pkt 7.1.2).

Nalezy zdefiniowa¢ docelowe zwiagzki, mozliwe interferencje oraz
najwyzszy dopuszczalny poziom sygnatu proby §lepe;.

Procent odchylenia standardowego w odpowiedzi lub stg¢zeniu obli-
czonym z odpowiedzi (mozliwy tylko w zakresie roboczym) potréjnego
oznaczenia ekstraktu probki nie moze przekraczac¢ 15 %.

Do oceny skutecznosci metody bioanalitycznej w stalym okresie nalezy
zastosowa¢ nieskorygowane wyniki probek referencyjnych wyrazone
w BEQ (probka $lepa i najwyzszy dopuszczalny poziom lub poziom
reagowania).

Wykresy kontroli jako$ci dla $lepej probki proceduralnej i kazdego typu
probki referencyjnej nalezy zarejestrowac i sprawdzi¢, aby upewnic sig,
ze skutecznos$¢ analityczna jest zgodna z wymogami, w szczegdlnosci
Slepych probek proceduralnych w odniesieniu do wymaganej minimalnej
roznicy miedzy dolng granica zakresu roboczego oraz dla probek refe-
rencyjnych w odniesieniu do odtwarzalno$ci wewnatrzlaboratoryjnej.
Slepe probki proceduralne musza byé dobrze kontrolowane, aby uniknaé
wynikéw falszywie ujemnych podczas odejmowania.

Nalezy zgromadzi¢ wyniki z analizy metodami potwierdzajacymi podej-
rzanych probek oraz 2-10 % probek ujemnych (co najmniej 20 probek
na matrycg) i zastosowac je do oceny skutecznosci metody przesiewowej
oraz zwigzku migdzy BEQ i TEQ. T¢ baz¢ danych mozna zastosowaé
do ponownej oceny wartosci odcigcia stosowanej do rutynowych probek
dla zwalidowanych matryc.

Skuteczno$¢ metody mozna takze wykazaé przez uczestnictwo w bada-
niach bieglosci. Wyniki z probek analizowanych w badaniach bieglosci,
obejmujacych zakres stgzen do np. 2-krotnosci najwyzszego dopuszczal-
nego poziomu, moga zosta¢ wilaczone do oceny wskaznika iloSci
wynikéw fatszywie ujemnych, jezeli laboratorium jest w stanie wykazaé
skuteczno$¢ metody. Probki powinny obejmowaé najczgstsze profile
kongeneréw, reprezentujace rézne zrodta.

Podczas incydentéw mozna ponownie oceni¢ wartosci odcigcia odzwier-
ciedlajace konkretne profile matryc i kongenerow danego incydentu.

Przedstawianie wynikow
Metody potwierdzajqce

Wyniki analiz musza zawieraé poziomy poszczegélnych kongeneréw
PCDD/F i dioksynopodobnych PCB, przy czym podaje si¢ wartosci
TEQ zgodnie z metoda zerowa, metoda granicy oznaczalnosci i metoda
polowy granicy oznaczalnosci, aby zawrze¢ w sprawozdaniu na temat
wynikéw maksymalng ilo§¢ informacji i umozliwi¢ tym samym doko-
nanie interpretacji wynikow zgodnie z konkretnymi wymaganiami.

Sprawozdanie takie musi zawieraC opis metody zastosowanej do
ekstrakcji PCDD/F i dioksynopodobnych PCB.
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8.2.

8.2.1.

8.2.2.

8.2.3.

8.2.4.

8.2.5.

8.2.6.

8.2.7.

8.2.8.

8.3.

8.3.1.

Nalezy udostepni¢ poziomy odzysku poszczegolnych wzorcow
wewnetrznych, jezeli te poziomy odzysku znajduja si¢ poza zakresem,
o ktorym mowa w pkt 6.2.5, lub gdy przekroczono najwyzszy dopusz-
czalny poziom (w tym przypadku wartosci odzysku dla jednej z dwoch
analiz powtornych), a w pozostatych przypadkach na zadanie.

Poniewaz przy ustalaniu zgodnos$ci probki uwzglednia si¢ niepewnosé
rozszerzong pomiaru, nalezy poda¢ ten parametr. W zwigzku z powy-
zszym wyniki badan nalezy podawaé jako x +/— U, gdzie x oznacza
wynik analizy, a U niepewno$¢ rozszerzong pomiaru, przy zastosowaniu
wspolczynnika rozszerzenia 2, co daje poziom ufnosci okoto 95 %.
W przypadku odrgbnego oznaczania PCDD/F i dioksynopodobnych
PCB nalezy zastosowaé sumg¢ szacowanej niepewno$ci rozszerzonej
dla odrgbnych wynikéw analitycznych dla PCDD/F i dioksynopodobnych
PCB w odniesieniu do sumy PCDD/F i dioksynopodobnych PCB.

Wyniki nalezy wyrazi¢ w tych samych jednostkach i z co najmniej tg
samg liczba cyfr znaczacych, co najwyzsze dopuszczalne poziomy okre-
Slone w dyrektywie 2002/32/WE.

Bioanalityczne metody przesiewowe

Wynik badan przesiewowych wyrazany jest jako ujemny lub podejrzany
o bycie dodatnim (,,podejrzany”).

Ponadto mozna poda¢ orientacyjny wynik dla PCDD/F lub dla dioksy-
nopodobnych PCB wyrazony w BEQ, a nie w TEQ.

Probki dajace odpowiedz ponizej poziomu zglaszania nalezy oznaczy¢
jako ,,ponizej poziomu zglaszania”. Probki dajace odpowiedZz powyzej
zakresu roboczego wskazuje si¢ jako ,,przekraczajace zakres roboczy”,
a poziom odpowiadajacy goérnej granicy zakresu roboczego podaje si¢
w BEQ.

W sprawozdaniu, dla kazdego typu matrycy probki, nalezy podaé
najwyzszy dopuszczalny poziom lub poziom reagowania, na ktoérym
opiera si¢ ocena.

W sprawozdaniu nalezy poda¢ zastosowany rodzaj badania, podstawowe
zasady badania i rodzaj kalibracji.

Sprawozdanie takie musi zawieraC opis metody zastosowanej do
ekstrakcji PCDD/F i dioksynopodobnych PCB.

W przypadku probek podejrzanych o bycie dodatnimi, sprawozdanie
musi zawiera¢ uwage o dziataniach, jakie nalezy podjac. Stgzenie
PCDD/F oraz sumy PCDD/F i dioksynopodobnych PCB w prdbkach,
ktore zawieraja ich podwyzszone poziomy, trzeba oznaczy¢ lub potwier-
dzi¢ przy zastosowaniu metody potwierdzajacej.

Wyniki dodatnie zglasza si¢ wylacznie w wyniku analizy potwierdza-
jacej.

Fizykochemiczne metody przesiewowe

Wynik badan przesiewowych wyrazany jest jako ujemny lub podejrzany
o bycie dodatnim (,,podejrzany”).

W sprawozdaniu, dla kazdego typu matrycy probki, nalezy podaé
najwyzszy dopuszczalny poziom lub poziom reagowania, na ktorym
opiera si¢ ocena.
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8.3.3.  Ponadto mozna poda¢ poziomy poszczegolnych kongeneréw PCDD/F
i dioksynopodobnych PCB oraz wartosci TEQ przedstawione zgodnie
z metoda zerowa, metoda granicy oznaczalno$ci i metoda potowy
granicy oznaczalno$ci. Wyniki nalezy wyrazi¢ w tych samych jednost-
kach i z co najmniej tg sama liczbg cyfr znaczacych, co najwyzsze
dopuszczalne poziomy okreslone w dyrektywie 2002/32/WE.

8.3.4. Nalezy wudostepni¢ poziomy odzysku poszczegolnych wzorcow
wewngetrznych, jezeli te poziomy odzysku znajdujg si¢ poza zakresem,
o ktorym mowa w pkt 6.2.5, lub gdy przekroczono najwyzszy dopusz-
czalny poziom (w tym przypadku wartosci odzysku dla jednej z dwoch
analiz powtornych), a w pozostatych przypadkach na zadanie.

8.3.5. W sprawozdaniu nalezy poda¢ zastosowang metodg GC-MS.

8.3.6. Sprawozdanie takie musi zawiera¢ opis metody zastosowanej do
ekstrakcji PCDD/F i dioksynopodobnych PCB.

8.3.7. W przypadku probek podejrzanych o bycie dodatnimi, sprawozdanie
musi zawiera¢ uwag¢ o dzialaniach, jakie nalezy podjac. Stezenie
PCDD/F oraz sumy PCDD/F i dioksynopodobnych PCB w probkach,
ktore zawieraja ich podwyzszone poziomy, trzeba oznaczy¢ lub potwier-
dzi¢ przy zastosowaniu metody potwierdzajacej.

8.3.8. Niezgodno$¢ mozna stwierdzi¢ dopiero po przeprowadzeniu analizy
potwierdzajace;.

ROZDZIAL 1T

Przygotowanie probek i wymagania dotyczgce metod analizy stosowanych
w urzedowej kontroli poziomoéw niedioksynopodobnych PCB w paszy

1. Zakres stosowania

Wymogi ustanowione w niniejszym rozdziale nalezy stosowaé w przy-
padku paszy analizowanej do celéw urzedowych kontroli poziomow
niedioksynopodobnych PCB oraz w odniesieniu do przygotowywania
probek oraz wymogdéw analitycznych do innych celow regulacyjnych,
co obejmuje kontrole wykonywane przez podmiot dziatajacy na rynku
pasz w celu zapewnienia zgodnosci z przepisami rozporzadzenia (WE)
nr 183/2005.

2. Mozliwe metody oznaczania

Chromatografia gazowa/detekcja wychwytu elektronéw (GC-ECD),
GC-LMRS, GC-MS/MS, GC-HRMS lub metody réwnowazne.

3. Identyfikacja i potwierdzenie analitow bedacych przedmiotem zain-
teresowania
3.1. Wzgledny czas retencji w stosunku do wzorcow wewngtrznych lub

referencyjnych (akceptowane odchylenia +/— 0,25 %).

3.2. Rozdzielenie metoda chromatografii gazowej niedioksynopodobnych
PCB od substancji przeszkadzajacych, przede wszystkich wymywaja-
cych PCB, w szczegélnosci jezeli poziomy probek mieszcza si¢
w zakresie granic ustanowionych w przepisach i jezeli nalezy potwier-
dzi¢ niezgodnosé (V).

3.3. Wymagania dla technik GC-MS

Monitorowanie co najmniej nast¢pujacej liczby jonéw molekularnych
lub jonéw charakterystycznych w klastrze molekularnym:

a) dwoch jonow o specyficznej wartosci dla HRMS;

(") Kongenery, ktore sg czgsto wymywane, to np. PCB 28/31, PCB 52/69 oraz PCB
138/163/164. W przypadku GC-MS nalezy rozwazy¢ takze ewentualne interferencje
z fragmentow wyzej chlorowanych kongenerow.
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3.4.

7.2.

7.3.

7.4.

Q]

Q)

b) trzech jonow o specyficznej wartosci dla LRMS;

¢) dwoch okreslonych jonéw macierzystych, z ktoérych kazdy posiada
jeden okreslony odpowiadajacy mu przejSciowy jon potomny dla
MS-MS.

Najwyzsza dopuszczalna tolerancja dla stosunkéw nadmiaru dla wybra-
nych fragmentéw mas:

Wzgledne odchylenie stosunku nadmiaru wybranych fragmentow mas
z teoretycznego nadmiaru lub wzorca kalibracji dla jonu docelowego
(monitorowany najbardziej nadmiarowy jon) i jonéow kwalifikowanych:
+ 15 %.

Wymagania dla technik GC-ECD

Potwierdzenie wynikow przekraczajacych najwyzszy dopuszczalny
poziom przy pomocy dwoch kolumn GC z fazami stacjonarnymi o réznej
polarnosci.

Wykazanie skuteczno$ci metody

Walidacja skutecznosci metody w zakresie najwyzszego dopuszczalnego
poziomu (0,5- do 2-krotnosci najwyzszego dopuszczalnego poziomu)
przy akceptowanym wspotczynniku zmiennosci dla powtarzanej analizy
(zob. wymagania dotyczace precyzji posredniej w pkt 9).

Granica oznaczalnos$ci

Suma LOQ (') niedioksynopodobnych PCB nie moze by¢ wyzsza niz
jedna trzecia najwyzszego dopuszczalnego poziomu (3).

Kontrola jakos$ci
Regularne analizy probki $lepej, analiza probek wzbogaconych, probki
do kontroli jakosci, uczestnictwo w miedzylaboratoryjnych badaniach

odpowiednich matryc.

Kontrola pozioméw odzysku

Stosowanie wiasciwych wzorcéw wewngtrznych o wilasciwosciach
fizycznych i chemicznych porownywalnych z wilasciwosciami analitow
bedacych przedmiotem zainteresowania.

Dodanie wzorcow wewngtrznych:

dodanie do produktéw (przed ekstrakcja i oczyszczaniem).

Wymagania dla metod z wykorzystaniem wszystkich sze$ciu konge-
neré6w niedioksynopodobnych PCB znakowanych izotopowo:

a) korekta wynikéw dla poziomoéw odzysku wzorcéw wewnetrznych;

b) poziomy odzysku wzorcow wewngtrznych znakowanych izotopowo
musza miesci¢ si¢ migdzy 60 a 120 %;

c) akceptuje si¢ nizsze lub wyzsze poziomy odzysku dla poszczegol-
nych kongenerow, ktoérych udziat w sumie niedioksynopodobnych
PCB wynosi ponizej 10 %.

Wymagania dla metod niewykorzystujacych wszystkich szesciu
wzorcow wewnetrznych znakowanych izotopowo ani innych wzorcow

wewngtrznych:

a) kontrola odzysku wzorcow wewngtrznych dla kazdej probki;

W stosownych przypadkach korzysta si¢ z zasad opisanych w dokumencie ,,Guidance

Document on the Estimation of LOD and LOQ for Measurements in the Field of
Contaminants in Feed and Food” (Wytyczne dotyczace szacowania LOD i LOQ na
potrzeby pomiaréw w dziedzinie zanieczyszczenh w paszy i zywnosci) (http://
ec.europa.eu/food/safety/animal-feed _en).

Zaleca si¢, aby w probce znajdowal si¢ nizszy poziom odczynnika probki $lepej
wzgledem poziomu zanieczyszczenia. Laboratorium odpowiada za kontrolowanie zr6z-
nicowania pozioméw probki Slepej, w szczegdlnosci jezeli poziomy probki §lepej sa
odejmowane.
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b) poziomy odzysku wzorcow wewngtrznych miedzy 60 a 120 %;
c) korekta wynikéw dla pozioméw odzysku wzorcow wewngtrznych.

7.5. Poziomy odzysku kongeneréw nieznakowanych nalezy sprawdzi¢ przez
probki wzbogacone lub kontrole jakosci probek o stezeniach w zakresie
najwyzszego dopuszczalnego poziomu. Poziomy odzysku tych konge-
neréw nalezy uzna¢ za akceptowalne, jezeli mieszcza si¢ pomigdzy 60
a 120 %.

8. Wymagania dotyczace laboratoriow

Zgodnie z przepisami rozporzadzenia (WE) nr 882/2004 laboratoria
muszg by¢ akredytowane przez uznany organ dzialajacy zgodnie
z wytyczng ISO 58, aby zapewnié, ze przy przeprowadzaniu analiz
stosujg system zapewniania jakos$ci. Laboratoria musza posiada¢ akredy-
tacje zgodng z normg EN ISO/IEC 17025. Ponadto w stosownych przy-
padkach nalezy stosowac zasady opisane w wytycznych technicznych
dotyczacych szacowania niepewno$ci pomiaru i granic oznaczalno$ci
w odniesieniu do analizy PCB (}).

9. Parametry skutecznosci metody: kryteria dla sumy niedioksynopo-
dobnych PCB na najwyzszym dopuszczalnym poziomie

Spektrometria mas
Z rozcienczeniem Inne techniki
izotopowym (')

Prawdziwos$¢ —20 do +20 % — 30 do+30%
Precyzja posrednia <15% <20 %
(RSD %)

Réznica migdzy oblicze- <20 % <20 %

niem uzyskanym metoda
granicy oznaczalnosci
a obliczeniem uzyskanym
metodg zerowa

(") Wymagane wykorzystanie wszystkich szeSciu analogow znakowanych
izotopem wegla '*C jako wzorcéw wewnetrznych.

10. Przedstawianie wynikow

10.1.  Wyniki analiz musza zawiera¢ poziomy poszczegdlnych niedioksynopo-
dobnych PCB oraz sumg¢ kongenerow tych PCB przedstawionych
zgodnie z metodg zerowa, metoda granicy oznaczalno$ci i metoda
potowy granicy oznaczalnosci, aby zawrze¢ w sprawozdaniu na temat
wynikow maksymalng ilo§¢ informacji i umozliwi¢ tym samym doko-
nanie interpretacji wynikow zgodnie z konkretnymi wymaganiami.

10.2.  Sprawozdanie takie musi zawiera¢ opis metody zastosowanej do
ekstrakcji PCB.

10.3.  Nalezy udostepni¢ poziomy odzysku poszczegodlnych wzorcow
wewngetrznych, jezeli te poziomy odzysku znajdujg si¢ poza zakresem,
o ktorym mowa w pkt 7, lub gdy przekroczono najwyzszy dopuszczalny
poziom, a w pozostatych przypadkach na zadanie.

10.4.  Poniewaz przy ustalaniu zgodnosci probki uwzglednia si¢ niepewnosé
rozszerzong pomiaru, nalezy podaé roéwniez ten parametr. W zwigzku
z powyzszym wyniki badan nalezy podawaé jako x +/— U, gdzie x
oznacza wynik analizy, a U niepewno$¢ rozszerzona pomiaru, przy
zastosowaniu wspotczynnika rozszerzenia 2, co daje poziom ufnosci
okoto 95 %.

10.5.  Wyniki nalezy wyrazi¢ w tych samych jednostkach i z co najmniej tg
sama liczba cyfr znaczacych, co najwyzsze dopuszczalne poziomy okre-
$lone w dyrektywie 2002/32/WE.

(") Zob. przypis 12.
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ZALACZNIK VI

METODY ANALIZY DOTYCZACE OZNACZANIA SKLADNIKOW
POCHODZENIA ZWIERZECEGO DO CELOW URZEDOWEJ

1.

2.

2.1.

2.1.1.
2.1.2.
2.1.2.1.
2.1.2.1.1.
2.1.2.1.1.1.
2.1.2.1.2.
2.1.2.1.2.1.
2.1.2.1.3.
2.1.2.1.3.1.

KONTROLI PASZ

CEL I ZAKRES

Sktadniki pochodzenia zwierzecego w paszach oznacza si¢ metoda
mikroskopii $wietlnej lub lancuchowa reakcja polimerazy (PCR),
zgodnie z przepisami okreslonymi w niniejszym zataczniku.

Te dwie metody umozliwiaja wykrycie wystgpowania sktadnikoéw
pochodzenia zwierzgcego w materiatach paszowych i mieszankach
paszowych. Nie umozliwiaja one jednak obliczenia ilosci takich
sktadnikow w materiatach paszowych i mieszankach paszowych.
W przypadku obu metod granica wykrywalnosci wynosi ponizej
0,1 % (w/w).

Metoda PCR umozliwia okreslenie grupy taksonomicznej skiad-
nikéw pochodzenia zwierzgcego obecnych w materiatach paszo-
wych i mieszankach paszowych.

Metody te stosuje si¢ do kontroli stosowania zakazéw ustanowio-
nych w art. 7 ust. 1 1 w zalaczniku IV do rozporzadzenia (WE)
nr 999/2001 oraz w art. 11 wust. 1 rozporzadzenia (WE)
nr 1069/2009.

W zaleznosci od rodzaju badanej paszy metody te moga by¢ stoso-
wane, w ramach jednego protokolu operacyjnego, samodzielnie
albo wspdlnie, zgodnie ze standardowymi procedurami operacyj-
nymi, ustanowionymi przez laboratorium referencyjne UE ds.
biatek zwierzgcych w paszach (EURL-AP) i opublikowanymi na
jego stronie internetowej ().

METODY
Metoda mikroskopii §wietlnej
»M7 Zasada

Sktadniki pochodzenia zwierzgcego, ktére moga by¢é obecne
w materiatach paszowych i mieszankach paszowych przestanych
do analizy, s3 identyfikowane na podstawie typowych i mikrosko-
powo identyfikowalnych cech charakterystycznych, np. widkien
mig$niowych i innych czastek tkanki migsnej, chrzastki, kosci,
rogow, wlosow, szczeciny, krwi, globulek mleka, krysztalow
laktozy, pior, skorup jaj, osci ryb i lusek. <

Odczynniki i sprzet

Odczynniki

Odczynnik zaggszczajacy
Tetrachloroetylen (ggstos¢ 1,62)
Odczynnik barwigcy

Roztwor czerwieni alizarynowej (rozcienczy¢ 2,5 ml 1 M kwasu
chlorowodorowego w 100 ml wody i doda¢ do tego roztworu 200
mg czerwieni alizarynowej)

Srodki zamykajace
Lug (NaOH 2,5 %, w/v lub KOH 2,5 %, w/v)

(") http://eurl.craw.eu/
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2.1.2.1.3.2.

2.1.2.1.3.3.

2.1.2.14.
2.1.2.14.1.

2.1.2.14.2.
2.1.2.1.4.3.

2.1.2.144.

2.1.2.1.5.
2.1.2.1.5.1.
2.1.2.1.5.2.
2.1.2.1.6.
2.1.2.1.6.1.

2.1.2.2.
2.1.2.2.1.
2.1.2.2.2.

2.1.2.2.3.

2.1.2.2.4.

» M7 Glicerol (nierozcienczony, lepkos¢: 1490 cP) lub srodek
zamykajacy o rownowaznych wlasciwosciach do przygotowania
nietrwatych preparatow mikroskopowych <«

Norland ® Optical Adhesive 65 (lepkos¢: 1200 cP) lub zywica
o roéwnowaznych wlasciwosciach do przygotowania trwatych
preparatow mikroskopowych

Srodki zamykajace o whasciwosciach barwigcych

Ptyn Lugola (rozpusci¢ 2 g jodku potasu w 100 ml wody i dodaé
1 g jodu, czgsto wstrzasajac)

Odczynnik cystynowy (2 g octanu ofowiu, 10 g NaOH/100 ml wody)

Odczynnik Fehlinga (sporzadzony przed uzyciem z rownych czesci
(1/1) roztwordéw podstawowych A i B. Roztwor A: rozpusci¢ 6,9 g
pentahydratu siarczanu miedzi(Il) w 100 ml wody. Roztwor B:
rozpusci¢ 34,6 g tetrahydratu winianu potasowo-sodowego i 12 g
NaOH w 100 ml wody)

Tetrametylobenzydyna/nadtlenek wodoru. (rozpusci¢ 1 g 3,3°,5,5’
tetrametylobenzydyny (TMB) w 100 ml kwasu octowego lodowa-
tego i 150 ml wody. Przed uzyciem zmiesza¢ 4 czgéci tego
roztworu TMB z 1 czgscia 3 % nadtlenku wodoru)

Odczynniki chemiczne do plukania
Etanol > 96 % (techniczny)
Aceton (techniczny)

Odczynnik bielacy

Handlowy roztwoér podchlorynu sodowego (9-14 % aktywnego
chloru)

Sprzet
Waga analityczna wazaca z doktadnoscia do 0,001 g

» M7 Sprzet do rozdrabniania: néz lub mtynek wirnikowy. Jezeli
stosowany jest mtynek wirnikowy, sita do miynka < 0,5 mm sg
zakazane <«

»M7 Sita o kwadratowych oczkach o szerokosci 0,25 mm
i 1 mm. Z wyjatkiem wstgpnego przesiewu probki $rednica sit
nie powinna przekracza¢ 10 cm, aby unikna¢ strat materialow.
Kalibracja sit nie jest wymagana <

Szklany stozkowy rozdzielacz o pojemnosci 250 ml z kranem
z teflonu lub szkla szlifowanego u podstawy stozka. Srednica
otworu kranu musi wynosi¢ > 4 mm. Alternatywnie mozna uzy¢
zlewki osadowej ze stozkowym dnem, pod warunkiem ze labora-
torium wykazato, iz poziomy wykrywalnosci sg rownowazne
z poziomami uzyskanymi przy uzyciu szklanego rozdzielacza.

Rozdzielacz

250 ml

érednica 4mm
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2.1.2.2.5.

2.1.2.2.6.

2.1.2.2.7.
2.1.2.2.8.

2.1.2.2.9.
2.1.2.2.10.
2.1.2.2.11.

2.1.3.
2.1.3.1.

2.1.3.2.

2.1.3.3.
2.133.1.

2.1.3.3.2.

2.1.3.3.3.

2.1.3.34.

Mikroskop stereoskopowy umozliwiajacy powigkszenie kofcowe
w zakresie co najmniej 6,5x—40%

Mikroskop ztoZony, z jasnym polem widzenia, umozliwiajacy
powigkszenie koncowe w zakresie co najmniej 100x—400%. Dodat-
kowo mozna wykorzysta¢é $wiatlo spolaryzowane i kontrast
interferencyjno-rézniczkowy

Standardowe szkto laboratoryjne

Sprzgt do przygotowania preparatow mikroskopowych: podsta-
wowe szkietka mikroskopowe, szkietka podstawowe z wglebie-
niem, szkietka nakrywkowe (20 x 20 mm), pincety, cienka topatka

Suszarka laboratoryjna
Wirowka

Bibuta filtracyjna: filtr celulozowy jako$ciowy (rozmiar porow
4-11 pm)

Pobieranie i przygotowywanie probek
» M7 Pobieranie probek

Nalezy uzy¢ reprezentatywnej probki, pobranej zgodnie z przepisami
okreslonymi w zalgczniku 1 do niniejszego rozporzadzenia. <

Niezbedne $rodki ostroznosci

W celu uniknigcia w laboratorium zanieczyszczenia krzyzowego
wszelki sprzgt wielokrotnego uzytku nalezy starannie czyscié
przed uzyciem. Czgéci rozdzielacza musza byé demontowane
przed czyszczeniem. CzeSci rozdzielacza oraz szklo laboratoryjne
nalezy wstepnie wymy¢ recznie, a nastgpnie wymy¢é w zmywarce.
Sita czysci si¢ z uzyciem szczotki o twardym syntetycznym wiosiu.
Po przesianiu substancji tluszczowej, np. maczki rybnej, zaleca si¢
ostateczne czyszczenie sit acetonem i spr¢zonym powietrzem.

Przygotowanie probek innych niz ttuszczu lub oleju
» M7 Suszenie probek: probki o wilgotnosci > 14 % musza by¢

przed obrobka wysuszone zgodnie z zalacznikiem III do niniej-
szego rozporzadzenia. <«

> M7 Wstepny przesiew probki: w celu zebrania informacji na
temat mozliwego zanieczyszczenia $Srodowiskowego pasz zaleca
si¢ wstepne przesianie pasz granulowanych i ziarnistych przez
sito o oczkach 1 mm, a nastgpnie przygotowanie i analiz¢ dwoch
uzyskanych frakcji, ktore nalezy traktowac jako odrgbne probki,
i przedstawienie wynikow dotyczacych tych dwoch frakcji. <

Pobieranie podprébek i rozdrabnianie: z co najmniej 50 g probki
nalezy utworzy¢ podprobke do analizy, a nastgpnie rozdrobnic.

Ekstrakcja i przygotowanie osadu: porcje rozdrobnionej podprobki
o masie 10 g (z doktadnoscig do 0,01 g) umieszcza si¢ w rozdzie-
laczu lub zlewce osadowej ze stozkowym dnem i dodaje si¢ 50 ml
tetrachloroetylenu. Porcje umieszczong w rozdzielaczu ogranicza si¢
do 3 g w przypadku maczki rybnej lub innych czystych produktow
zwierzgeych, sktadnikow mineralnych lub premiksoéw, ktore wytwa-
rzaja wiecej niz 10 % osadu. Mieszaning nalezy wstrzasa¢ ener-
gicznie przez co najmniej 30 s i ostroznie doda¢ co najmniej kolejne
50 ml tetrachloroetylenu, zmywajac wewnetrzng powierzchni¢
rozdzielacza, aby usuna¢ wszelkie przylegajace czastki. Otrzymang
mieszaning nalezy pozostawi¢ na co najmniej 5 minut przed oddzie-
leniem osadu poprzez otwarcie kranu.

W przypadku uzycia zlewki osadowej ze stozkowym dnem miesza-
nin¢ nalezy energicznie miesza¢ przez co najmniej 15 sekund,
a wszelkie czastki przylegajace do Scianek zlewki nalezy ostroznie
zmy¢ z wewnetrznej powierzchni, stosujac co najmniej 10 ml czys-
tego tetrachloroetylenu. Mieszaning nalezy pozostawi¢ na 3 minuty,
a nastepnie miesza¢ ponownie przez 15 sekund, a wszelkie czastki
przylegajace do $cianek zlewki nalezy ostroznie zmy¢ z wewnetrznej
powierzchni, stosujac co najmniej 10 ml czystego tetrachloroetylenu.
Otrzymang mieszanin¢ nalezy pozostawi¢ na co najmniej 5 minut,
a nastgpnie usung¢ ptynna frakcje poprzez staranng dekantacje, przy
czym nalezy uwazaé, aby nie utraci¢ czgéci osadu.
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2.1.3.3.5.

2.1.3.3.6.

2.1.34.

2.1.3.5.

Osad nalezy zebra¢ na bibule filtracyjnej umieszczonej w lejku,
aby umozliwi¢ oddzielenie pozostatego trojchloroetylenu, unikajac
osadzania si¢ tluszczu w osadzie. Osad nalezy osuszy¢. Zaleca si¢
nastepnie zwazy¢ osad (z doktadnoscia do 0,001 g) w celu kontroli
etapu sedymentacji. Na koniec osad nalezy przesia¢ przez sito
o oczkach 0,25 mm i zbada¢ dwie uzyskane frakcje, chyba ze
przesiewania nie uznaje si¢ za konieczne.

Ekstrakcja i przygotowanie flotatu: po odzyskaniu osadu metoda
opisang powyzej, w rozdzielaczu powinny pozosta¢ dwie fazy: faza
ptynna sktadajaca si¢ z tetrachloroetylenu oraz faza stala utwo-
rzona z materiatu flotacyjnego. Ta faza stata jest flotatem i nalezy
ja odzyskac¢ poprzez catkowite odlanie tetrachloroetylenu z rozdzie-
lacza przez otwarcie kranu. Poprzez odwrdcenie rozdzielacza flotat
przenosi si¢ na duza ptytke Petriego i suszy powietrzem w okapie
wyciggowym. Jezeli wigcej niz 5 % flotatu stanowia czastki >
0,50 mm, nalezy go przesiaC przez sito o oczkach 0,25 mm
i zbada¢ dwie uzyskane frakcje.

Przygotowanie surowca: nalezy przygotowa¢ co najmniej 5 g
porcj¢ rozdrobnionej podprobki. Jezeli wigeej niz 5 % materialu
stanowig czastki > 0,50 mm, nalezy go przesia¢ przez sito
o oczkach 0,25 mm i zbada¢ dwie uzyskane frakcje.

Przygotowanie probek sktadajacych si¢ z thuszczu lub oleju

Do przygotowania probek skladajacych si¢ z thuszczu lub oleju
stosuje si¢ nastgpujacy protokot:

— jezeli tluszcz znajduje si¢ w stanie statym, nalezy go ogrzewac
w suszarce az do uzyskania postaci ptynnej,

— pipeta przenie§¢ 40 ml tluszczu lub oleju z dna probki do
probowki wirdwkowej,

— wirowa¢ przez 10 minut przy 4 000 obr./min,

— jezeli tluszcz jest zestalony po odwirowaniu, nalezy go
ogrzewa¢ w suszarce az do uzyskania postaci plynnej,

— ponownie wirowaé przez 5 minut przy 4 000 obr./min,

— malg tyzka lub lopatka laboratoryjng przenies¢ potowe zdekan-
towanych zanieczyszczen na szkietka mikroskopowe w celu
zbadania; jako $rodek zamykajacy zaleca si¢ gliceryng,

— pozostale zanieczyszczenia wykorzystuje si¢ do przygotowania
osadu w sposOb opisany w pkt 2.1.3.3.

Stosowanie odczynnikow barwiacych

W celu ulatwienia poprawnej identyfikacji sktadnikow pocho-
dzenia zwierzgcego, podczas przygotowania probki laborant moze
uzywa¢ odczynnikow barwigcych zgodnie z wytycznymi wyda-
nymi przez EURL-AP i opublikowanymi na jego stronie
internetowe;j.

W przypadku uzycia do barwienia osadu roztworu czerwieni aliza-
rynowej stosuje si¢ nastgpujacy protokot:

— wysuszony osad przenies¢ do szklanej probowki i dwukrotnie
przeplukaé stosujac okoto 5 ml etanolu (za kazdym razem
stosowa¢ wstrzasarke przez 30 s, rozpuszczalnik pozostawic
na okoto 1 min 30 s do osadzenia i nastgpnie go odlac,

— osad wybieli¢ przez dodanie co najmniej 1 ml roztworu
podchlorynu sodowego. Pozwoli¢ na przebieg reakcji przez
10 minut. Probéwke napeilni¢c woda, osad musi osadzaé sig
od 2 do 3 minut, a wod¢ z zawieszonymi czastkami delikatnie
odla¢,
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2.1.4.

2.1.4.1.

2.1.4.2.

— osad przeptuka¢ jeszcze dwukrotnie okoto 10 ml wody (za
kazdym razem stosowac wstrzasark¢ przez 30 s, pozostawic¢
do osadzenia i odla¢ wode),

— doda¢ 2 do 10 kropli roztworu czerwieni alizarynowe;j,
a nastgpnie mieszaning wymiesza¢ wstrzasarka. Pozwoli¢ na
przebieg reakcji przez 30 s i dwukrotnie przeplukaé zabar-
wiony osad stosujac okoto 5 ml etanolu, a nastepnie przeptukac
go raz acetonem (za kazdym razem stosowaé wstrzasarke przez
30 s, rozpuszczalnik pozostawi¢ na okoto 1 min do osadzenia
i nastgpnie go odlac),

— zabarwiony osad nalezy osuszyc.

Badanie mikroskopowe

Przygotowanie preparatow

Preparaty mikroskopowe przygotowuje si¢ z osadu i, w zaleznoSci
od wyboru laboranta, z flotatu albo z surowca.

Nalezy przygotowaé wystarczajaca liczbe preparatow w  celu
zapewnienia pelnej realizacji protokotu badawczego okreslonego
w pkt 2.1.4.2.

Preparaty mikroskopowe montuje si¢ przy uzyciu odpowiedniego
srodka zamykajacego zgodnie ze standardowa procedura opera-
cyjna ustalong przez EURL-AP i opublikowang na jego stronie
internetowej. Preparaty nalezy przykry¢é szkietkami nakrywko-

wymi.

Diagram obserwacji w celu wykrycia czastek zwierzgcych
w mieszankach paszowych i materiatach paszowych

Preparaty mikroskopowe bada si¢ zgodnie z diagramami obser-
wacji okre§lonymi na schematach 1 i 2.

Przy uzyciu mikroskopu zlozonego przeprowadza si¢ obserwacje
mikroskopowa osadu i, w zalezno$ci od wyboru laboranta, flotatu
lub surowca. W przypadku frakcji gruboziarnistych poza mikro-
skopem ztozonym mozna dodatkowo uzy¢ mikroskopu stereosko-
powego. Kazdy preparat nalezy obserwowaé w catosci, stosujac
rézne powigkszenia. Szczegotowe wyjasnienia dotyczace sposobu
korzystania z diagraméw obserwacji sg szczegblowo okreslone
w  standardowej procedurze operacyjnej ustalonej przez
EURL-AP i opublikowanej na jego stronie internetowe;.

Nalezy Scisle przestrzega¢ minimalnej liczby preparatow, jakie
zgodnie z diagramami obserwacji nalezy obserwowaé na kazdym
etapie, chyba ze caly podzielony na frakcje material nie pozwala
osiggnaé¢ wymaganej liczby preparatow, na przyktad w przypadku,
gdy nie uzyskano osadu. Nie mozna stosowac wigcej niz 6 prepa-
ratow na jedno oznaczenie do rejestrowania liczby czastek statych.

Jezeli sporzadza si¢ dodatkowe preparaty na flotacie lub na
surowcu z zastosowaniem bardziej specyficznego srodka zamyka-
jacego o wilasciwosciach barwigcych, okreslonego w pkt 2.1.2.1.4,
aby doktadniej scharakteryzowaé struktury (np. pidra, wiosy,
czastki tkanki migsnej i krwi), ktore wykryto przy pomocy innych
srodkow zamykajacych, okreslonych w pkt 2.1.2.1.3, liczba
czastek statych jest liczona na podstawie liczby preparatow na
jedno oznaczenie, nieprzekraczajacej 6, z uwzglednieniem dodat-
kowych preparatow z bardziej specyficznym $rodkiem zamyka-

jacym.

W celu ulatwienia identyfikacji rodzaju oraz pochodzenia czastek
laborant moze wykorzysta¢ narzedzia pomocnicze, takie jak
systemy wspomagajace podejmowanie decyzji, biblioteki obrazéw
oraz probki referencyjne.
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Schemat 1

Diagram obserwacji w celu wykrycia czastek zwierzecych w mieszankach
paszowych i materialach paszowych na potrzeby pierwszego oznaczenia

(D1 i D2 odnosza si¢ do pierwszego i drugiego oznaczenia; *: krggowce ladowe,
ryby)

3 preparaty z osadu < 0,25 mm
+

1 preparat z flotatu lub surowca < 0.25 mm Probka zadeklarowana
zgodnie z pkt 2.1.5.2
dla tego rodzaju

Wykryto > 5 czastek
zwierzecych kazdego

Probka zadeklarowana
zgodnie z pkt 2.1.5.3
dla tego rodzaju

Liczba czastek
kazdego rodzaju*?

1 preparat
z osadu
>0,25 mm

Wykryto
> 5 czastek
zwierzecych kazdego
rodzaju™?

Czgstki zwierzece
potwierdzajq
zadeklarowana
awartosc?2

1 preparat
z flotatu lub surowca
> 0,25 mm

ykryto
czastki zwierzece
danego rodzaju*?

Probka zadeklarowana
zgodnie z pkt 2.1.5.1
dla tego rodzaju
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Schemat 2

Diagram obserwacji w celu wykrycia czastek zwierzecych w mieszankach
paszowych i materialach paszowych na potrzeby drugiego oznaczenia

(D1 i D2 odnosza si¢ do pierwszego i drugiego oznaczenia; *: krggowce ladowe,

ryby)

3 preparaty z osadu < 0,25 mm
+

1 preparat z flotatu lub surowca < 0,25 mm

ykryto
> 5 czastek
zwierzecych kazdego
rodzaju*?

NIE

TAK

1 preparat
z osadu
> 0,25 mm

ykryto
> 5 czastek
zwierzecych kazdego
rodzaju*?

NIE

TAK

1 preparat
z flotatu lub surowca
>0,25 mm

Prébka zadeklarowana
zgodnie z pkt 2.1.5.2
dla tego rodzaju

uma czastek tego samego
rodzaju® z D1+ D2?

Probka zadeklarowana
zgodnie z pkt 2.1.5.3
dla tego rodzaju
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2.1.4.3.

2.1.5.

2.1.5.1.

» M7 Liczba oznaczef

Oznaczenia wykonuje si¢ na réznych podprobkach o masie po
50 g kazda.

Jezeli w wyniku pierwszego oznaczenia wykonanego zgodnie
z diagramem obserwacji przedstawionym na schemacie 1 nie
wykryto zadnej czastki zwierzecej, dodatkowe oznaczanie nie jest
konieczne, a wynik analizy przekazuje sig, stosujac terminologie
okreslong w pkt 2.1.5.1.

Jezeli w wyniku pierwszego oznaczenia wykonanego zgodnie
z diagramem obserwacji przedstawionym na schemacie 1 wykryto
czastke zwierzeca lub czastki zwierzece danego rodzaju (4.
kregowca ladowego lub ryby), a rodzaj wykrytych czastek
potwierdza deklarowana zawarto$¢ probki, drugie oznaczenie nie
jest konieczne. Jezeli liczba czastek zwierzgeych danego rodzaju
wykrytych podczas pierwszego oznaczenia jest wyzsza niz 5,
wynik analizy przekazuje si¢ dla kazdego rodzaju zwierzecia
oddzielnie, stosujac terminologi¢ okreslona w pkt 2.1.5.3. W prze-
ciwnym wypadku wynik analizy przekazuje si¢ dla kazdego
rodzaju zwierzgcia oddzielnie, stosujac terminologi¢ okreslong
w pkt 2.1.5.2.

W innych przypadkach, w tym gdy do laboratorium nie dostar-
czono zadnej deklaracji zawartosci, przeprowadza si¢ drugie ozna-
czenie z nowej podprobki.

Jezeli w wyniku drugiego oznaczenia wykonanego zgodnie
z diagramem obserwacji przedstawionym na schemacie 2 suma
czastek zwierzecych danego rodzaju wykrytych podczas dwoch
oznaczen jest wyzsza niz 10, wynik analizy przekazuje si¢ dla
kazdego rodzaju zwierzgcia oddzielnie, stosujac terminologi¢ okre-
$long w pkt 2.1.5.3. W przeciwnym wypadku wynik analizy prze-
kazuje si¢ dla kazdego rodzaju zwierzecia oddzielnie, stosujac
terminologi¢ okreslong w pkt 2.1.5.2. «

» M7 Przedstawianie wynikow

Przekazujac wyniki, laboratorium musi podaé, jakiego typu mate-
riat poddano analizie (osad, flotat czy surowiec). W sprawozdaniu
nalezy wyraznie wskazaé, ile oznaczen wykonano oraz czy nie
przeprowadzono przesiewu frakcji przed sporzadzeniem preparatu
zgodnie z pkt 2.1.3.3.4 akapit ostatni.

Sprawozdanie laboratoryjne musi zawiera¢ co najmniej informacje
o wystgpowaniu sktadnikow pochodzacych z kregowcow lado-

wych i z ryb.

Sprawozdania dotyczace poszczegolnych przypadkow nalezy
sktada¢ w nastgpujacy sposob.

Nie wykryto zadnych czastek zwierzecych danego rodzaju:

— ,Uzywajac mikroskopu $wietlnego, w badanej probce nie
wykryto zadnych czastek pochodzacych z kregowcow lado-
wych.”,

— ,,Uzywajac mikroskopu $wietlnego, w badanej probce nie
wykryto zadnych czastek pochodzacych z ryb.”.
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2.1.5.2.

2.1.5.3.

Od 1 do 5 czastek zwierzecych danego rodzaju wykrytych po
wykonaniu tylko jednego oznaczenia lub od 1 do 10 czastek
danego rodzaju wykrytych w przypadku dwoch oznaczen (liczba
wykrytych czastek jest ponizej decyzyjnej wartosci granicznej usta-
nowionej w standardowych procedurach operacyjnych (SOP) labo-
ratorium referencyjnego UE ds. bialek zwierzgcych w paszach
(EURL-AP) i opublikowanych na jego stronie internetowej (!)):

W przypadku gdy wykonano tylko jedno oznaczenie:

— ,,Uzywajac mikroskopu $wietlnego, w badanej probce wykryto
nie wigcej niz 5 czastek pochodzacych z krggowcow ladowych.
Czastki zostaly zidentyfikowane jako ... [kosSci, chrzastki,
miesnie, siers¢, rogi ...]. Ta niewielka obecnos$¢ jest nizsza
od decyzyjnej warto$ci granicznej ustalonej dla tej metody
mikroskopowej.”,

— ,,Uzywajac mikroskopu $wietlnego, w badanej probce wykryto
nie wigcej niz 5 czastek pochodzacych z ryb. Czastki zostaly
zidentyfikowane jako ... [osci, rybie tuski, chrzastki, migsnie,
otolit, skrzela ...]. Ta niewielka obecnos¢ jest nizsza od decy-
zyjnej warto$ci granicznej ustalonej dla tej metody mikrosko-
powe;j.”.

W przypadku gdy wykonano dwa oznaczenia:

— ,,Uzywajac mikroskopu $wietlnego, w badanej probce wykryto
podczas dwoch oznaczen nie wigcej niz 10 czastek pochodza-
cych ze zwierzat ladowych. Czastki zostaly zidentyfikowane
jako ... [kosci, chrzastki, migsnie, siers¢, rogi ...]. Ta niewielka
obecno$¢ jest nizsza od decyzyjnej warto$ci granicznej usta-
lonej dla tej metody mikroskopowe;j.”,

— ,,Uzywajac mikroskopu $wietlnego, w badanej probce wykryto
podczas dwoch oznaczen nie wigcej niz 10 czastek pochodza-
cych z ryb. Czastki zostaly zidentyfikowane jako ... [oSci,
rybie tuski, chrzastki, migsnie, otolit, skrzela ...]. Ta niewielka
obecnos¢ jest nizsza od decyzyjnej warto$ci granicznej usta-
lonej dla tej metody mikroskopowej.”.

Ponadto:

— W przypadku wstepnego przesiewu probki w sprawozdaniu
laboratoryjnym nalezy okresli¢, w jakiej frakcji (sitowej, granu-
lowanej czy ziarnistej) wykryto czastki zwierzgce, poniewaz
wykrycie czastek zwierzecych tylko we frakcji sitowej moze
wynika¢ z zanieczyszczenia Srodowiskowego.

— W przypadku wykrycia jedynie czastek zwierzecych, ktorych
nie mozna sklasyfikowaé¢ ani jako kregowce ladowe, ani jako
ryby (np. widkna mig$niowe), w sprawozdaniu nalezy wskazac,
ze wykryto jedynie takie czastki zwierzgce 1 Ze nie mozna
wykluczyé¢, iz pochodza one od krggowcow ladowych.

Wykryto wigcej niz 5 czastek zwierzgcych danego rodzaju po
wykonaniu tylko jednego oznaczenia lub wykryto wigcej niz 10
czastek danego rodzaju w przypadku dwoch oznaczen:

(") http://eurl.craw.eu/
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2.2.
2.2.1.

2.2.2.
22.2.1.
22.2.1.1.

22.2.1.2.

W przypadku gdy wykonano tylko jedno oznaczenie:

— ,,Uzywajac mikroskopu $wietlnego, w badanej probce wykryto
wigeej niz 5 czastek pochodzacych z kregowcow ladowych.
Czastki zostaly zidentyfikowane jako ... [kosSci, chrzastki,
miegsnie, siers¢, rogi ...].”,

— ,,Uzywajac mikroskopu $wietlnego, w badanej probce wykryto
wigcej niz 5 czastek pochodzacych z ryb. Czastki zostaly
zidentyfikowane jako ... [osci, rybie tuski, chrzastki, migsnie,
otolit, skrzela ...].”.

W przypadku gdy wykonano dwa oznaczenia:

— ,,Uzywajac mikroskopu $wietlnego, w badanej probce wykryto
podczas dwdch oznaczen wigeej niz 10 czastek pochodzacych
ze zwierzat ladowych. Czastki zostaty zidentyfikowane jako ...
[kosci, chrzastki, mig$nie, siers¢, rogi ...].”,

— ,,Uzywajac mikroskopu $wietlnego, w badanej probce wykryto
podczas dwoch oznaczefh wigeej niz 10 czastek pochodzacych
z ryb. Czastki zostaty zidentyfikowane jako ... [o$ci, rybie
luski, chrzastki, migsnie, otolit, skrzela ...].”.

Ponadto:

— W przypadku wstepnego przesiewu probki w sprawozdaniu
laboratoryjnym nalezy okresli¢, w jakiej frakcji (sitowej, granu-
lowanej czy ziarnistej) wykryto czastki zwierzgce, poniewaz
wykrycie czastek zwierzecych tylko we frakcji sitowej moze
wynika¢ z zanieczyszczenia $rodowiskowego.

— W przypadku wykrycia jedynie czastek zwierzgcych, ktorych
nie mozna sklasyfikowa¢ ani jako kregowce ladowe, ani jako
ryby (np. widkna mig$niowe), w sprawozdaniu nalezy wskazac,
ze wykryto jedynie takie czastki zwierzgce i ze nie mozna
wykluczyé¢, iz pochodza one od kregowcow ladowych. <

PCR
Zasada

Fragmenty kwasu deoksyrybonukleinowego (DNA) pochodzenia
zwierzgeego, ktore moga si¢ znajdowa¢ w materiatach paszowych
i mieszankach paszowych, wykrywa si¢ technika amplifikacji
genow stosujac metode PCR skierowang na sekwencje DNA
charakterystyczne dla okre$lonych gatunkow.

Metoda PCR wymaga w pierwszej kolejnosci etapu ekstrakeji
DNA. Otrzymany w ten sposob ekstrakt DNA poddaje si¢ pdzniej
amplifikacji w celu wykrycia gatunkow zwierzat uwzglednianych
w badaniu.

Odczynniki i sprzet
Odczynniki
Odczynniki stosowane na etapie ekstrakcji DNA

Mozna stosowa¢ wylacznie odczynniki zatwierdzone przez
EURL-AP i wymienione na jego stronie internetowej.

Odczynniki stosowane na etapie amplifikacji genéw
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2221.2.1.

222122

2221.23.
222.123.1.
222.1.232.

2221.233.

2222,

22222,
22223.
22224,
22.2.25.

22.2.2.6.

22227.
2.23.
2.23.1.

2232.

2.2.4.

Startery i sondy

Mozna stosowa¢ wytacznie startery i sondy z sekwencjami oligo-
nukleotydow zatwierdzone przez EURL-AP (V).

Master Mix

Mozna stosowa¢ wylacznie roztwory Master Mix niezawierajace
odczynnikéw, ktore moglyby prowadzi¢ do falszywych wynikéw
z uwagi na obecno$¢ DNA zwierzecego (?).

Odczynniki odkazajace
Roztwor kwasu chlorowodorowego (0,1 N).

Srodek bielacy (roztwér podchlorynu sodowego zawierajacy 0,15
% aktywnego chloru)

Odczynniki niewykazujace dzialania zracego do odkazania kosz-
townych urzadzen, takich jak wagi analityczne (np. DNA Erase™
produkowany przez MP Biomedicals)

Sprzet

2222.1.
Waga analityczna wazaca z doktadnoscia do 0,001 g

Sprzet do rozdrabniania
Termocykler do przeprowadzania PCR w czasie rzeczywistym,
Mikrowiréwka do mikroprobowek

Zestaw mikropipet umozliwiajacych odmierzanie od 1 pl do 1 000
ul

Standardowe wyroby z tworzywa sztucznego stosowane w labora-
torium  biologii  molekularnej:  mikroproboéwki,  koncowki
z tworzywa sztucznego do mikropipet, z filtrem, ptytki nadajace
si¢ do termocyklera.

Zamrazarki do przechowywania probek i odczynnikow
Pobieranie i przygotowywanie probek
Pobieranie probek

Nalezy uzy¢ reprezentatywnej probki, pobranej zgodnie z przepi-
sami okreslonymi w zataczniku I.

Przygotowanie probek

Przygotowanie probek laboratoryjnych do ekstrakcji DNA musi
by¢ zgodne z wymaganiami okre§lonymi w zalgczniku II. Z co
najmniej 50 g probki nalezy utworzy¢ podprobke do analizy,
a nastgpnie rozdrobnié.

Probki przygotowuje si¢ w pomieszczeniu innym niz przeznaczone
do ekstrakcji DNA 1 reakcji amplifikacji genéw zgodnie z opisem
w normie ISO 24276.

Nalezy przygotowa¢ dwie nawazki o wadze co najmniej 100 mg
kazda.

Ekstrakcja DNA

Ekstrakcj¢ DNA przeprowadza si¢ dla kazdej nawazki zgodnie ze
standardowa procedurg operacyjng ustalong przez EURL-AP
i opublikowang na jego stronie internetowe;j.

Dla kazdej serii ekstrakcji nalezy przygotowa¢ dwa kontrolne
roztwory ekstrakcyjne zgodnie z opisem w normie ISO 24276.

— $lepy roztwor ekstrakcyjny,

— dodatni kontrolny roztwor ekstrakcyjny DNA.

(*) Wykaz tych starteréw i sond dla kazdego gatunku zwierzat uwzglednianego w badaniu
jest dostgpny na stronie internetowej EURL-AP.
(3 Przyktady odpowiednich roztworow Master Mix sa dostgpne na stronie internetowej

EURL-AP.
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2.2.5.

2.2.6.

2.2.6.1.

22.6.2.

Amplifikacja genow

Amplifikacje genéw przeprowadza si¢ przy uzyciu metod zatwier-
dzonych dla kazdego gatunku wymagajacego identyfikacji. Metody
te okreslono w standardowej procedurze operacyjnej ustalonej
przez EURL-AP i opublikowanej na jego stronie internetowe;j.
Kazdy ekstrakt DNA powinien by¢ analizowany w dwoch réznych
rozcienczeniach w celu oceny inhibicji.

Dwa kontrolne roztwory amplifikacji przygotowuje si¢ dla kazdego
gatunku docelowego, zgodnie z opisem w normie ISO 24276.

— dodatni kontrolny roztwér docelowego DNA stosuje si¢ dla
kazdej plytki lub serii badan PCR,

— kontrolny roztwoér odczynnika do amplifikacji (tzw. kontrola
negatywna reakcji) stosuje si¢ dla kazdej ptytki lub serii
badan PCR.

Interpretacja i przedstawianie wynikow

Przekazujac wyniki laboratorium musi poda¢ co najmniej wage
uzytych nawazek, zastosowang metode ekstrakcji, liczb¢ wykona-
nych oznaczen oraz granice wykrywalnosci metody.

Wyniki nie mogg by¢ interpretowane i przekazywane jezeli dodatni
kontrolny roztwor ekstrakcyjny DNA i dodatnie kontrolne
roztwory docelowego DNA nie dajg dodatnich wynikow w odnie-
sieniu do badanego celu, podczas gdy kontrolny roztwoér odczyn-
nika do amplifikacji jest ujemny.

W przypadku gdy wyniki otrzymane z dwéch nawazek nie s3
zgodne, nalezy powtorzy¢ co najmniej etap amplifikacji genow.
Jezeli laboratorium podejrzewa, ze powodem niezgodno$ci moga
by¢ ekstrakty DNA, przeprowadza si¢ ponowng ekstrakcje DNA,
a przed interpretacja wynikow nalezy przeprowadzi¢ amplifikacje
genow.

Ostateczne wyrazenie wynikow nalezy oprze¢ na integracji i inter-
pretacji wynikow otrzymanych z dwoch nawazek zgodnie ze stan-
dardowa procedura operacyjng ustalong przez EURL-AP i opubli-
kowana na jego stronie internetowej.

Wynik ujemny

Wynik ujemny przekazuje si¢ w nastgpujacy sposob:

W badanej probee nie wykryto DNA X (gdzie X oznacza gatunek
zwierzat lub grupe¢ gatunkow zwierzat, ktore stanowia przedmiot
analizy).

Wynik dodatni

Wynik dodatni przekazuje si¢ w nastepujacy sposob:

W badanej probce wykryto DNA X (gdzie X oznacza gatunek

zwierzat lub grupg gatunkow zwierzat, ktore stanowig przedmiot
analizy).
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ZALACZNIK VII

METODA OBLICZANIA WARTOSCI ENERGETYCZNEJ PASZ DLA
DROBIU

1. Metoda obliczania i wyrazania wartosci energetycznej

Warto$¢ energetyczna mieszanek paszowych dla drobiu musi by¢ obliczana
zgodnie ze wzorem okreslonym ponizej, na podstawie procentowej zawar-
tosci niektérych sktadnikow analitycznych paszy. Warto$¢ ta musi by¢ wyra-
zana w megadzulach (MJ) energii metabolicznej (EM), skorygowanej
azotem, na kilogram mieszanki paszowe;j:

MlJ/kg EM = 0,1551 x % biatka surowego + 0,3431 x % tluszczu surowego
+0,1669 x % skrobi + 0,1301 x % catkowitej zawartosci cukru (wyrazo-
nego jako sacharoza).

2. Tolerancje majace zastosowanie do podawanych wartos$ci

Jezeli urzgdowa kontrola wykaze rozbiezno$¢ (wyzsza lub nizszg warto$¢
energetyczng paszy) miedzy wynikiem kontroli a podang wartoscig energe-
tyczng, dopuszczalna jest tolerancja minimalna wynoszaca 0,4 MJ/kg EM.

3. Wyrazanie wynikéw

Wynik otrzymany po zastosowaniu podanego powyzej wzoru nalezy
podawaé z doktadnoscia do jednego miejsca po przecinku.

4. Pobieranie probek i metody analizy

Pobieranie probek mieszanki paszowej oraz okre$lanie zawartosci sktad-
nikow analitycznych wskazanych w metodzie obliczania musza odbywaé
si¢ odpowiednio zgodnie ze wspolnotowymi metodami pobierania probek
oraz metodami analizy dla urzgdowej kontroli pasz.

Nalezy stosowa¢ nast¢pujace metody:

— do oznaczania zawartosci tluszczu surowego: postepowanie B z metody
oznaczania surowych olejow i tluszczow, okreslone w zalaczniku II1
czes¢ H,

— do oznaczania zawarto$ci skrobi: metoda polarymetryczna, okre$lona
w zalgczniku III czesé L.
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ZALACZNIK VIII

METODY ANALIZY DO CELOW KONTROLI NIELEGALNEJ
OBECNOSCI W PASZACH DODATKOW, KTORE JUZ NIE SA

DOPUSZCZONE

Wazne uwagi:

Do wykrywania w paszach dodatkow nielegalnych, ktore juz nie sg dopusz-
czone, mozna stosowaé bardziej wrazliwe metody analizy, niz okre$lone
W niniejszym zatgczniku.

Metody analizy, o ktérych mowa w niniejszym zataczniku, nalezy stosowac
do celéw potwierdzania.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

A. OZNACZANIE METYLOBENZOQUATU

7-benzyloksy-6-butylo-3-metoksykarbonylo-4-chinolon

Cel i zakres stosowania metody

Metoda stuzy do oznaczania zawarto$ci metylobenzoquatu w paszach.
Granica oznaczalno$ci wynosi 1 mg/kg.

Sposob przeprowadzenia metody

Metylobenzoquat ekstrahuje si¢ z probki metanolowym roztworem
kwasu metanosulfonowego. Ekstrakt oczyszcza si¢ dwuchlorometanem
metoda chromatografii jonowymiennej, a nastgpnie ponownie dwuchlo-
rometanem. Zawarto$¢ metylobenzoquatu jest oznaczana metoda wyso-
kosprawnej chromatografii cieczowej z odwrocona faza (HPLC)
z uzyciem detektora UV.

Odczynniki i roztwory

Dwuchlorometan.
Metanol do HPLC.
Faza ruchoma HPLC.

Mieszanina metanolu, o ktéorym mowa w 3.2, i wody do HPLC,
w stosunku 75 + 25 (v+v).

Przefiltrowaé przez filtr 0,22 pum (4.5) i odgazowacé roztwor, np. przy
zastosowaniu ultradzwickow przez 10 minut.

Roztwor kwasu metanosulfonowego, ¢ = 2 %.

Rozcieficzy¢ 20,0 ml kwasu metanosulfonowego metanolem (3.2) do
objetosci 1 000 ml.

Roztwor kwasu chlorowodorowego, ¢ = 10 %.

Rozcienczy¢ 100 ml kwasu chlorowodorowego (po = 1,18 g/ml) woda
do objetosci 1 000 ml.

Zywica kationowowymienna Amberlit CG-120 (Na), 100 do 200 oczek.

Zywice czeéciowo przygotowuje si¢ przed uzyciem, sporzadzajac zawie-
sing ze 100 g zywicy 1 500 ml roztworu kwasu chlorowodorowego (3.5),
i ogrzewa na ptycie grzewczej do wrzenia, ciggle mieszajac. Pozostawié
do schtodzenia i zdekantowaé¢ kwasem. Przefiltrowa¢ w warunkach
prézni na filtrze z bibuly. Zywice przemy¢ dwukrotnie 500 ml porcjami
wody, a nastepnie 250 ml metanolu (3.2). Zywice przemyé ponownie
250 ml metanolu i wysuszy¢, przepuszczajac powietrze przez warstwe
zywicy na filtrze. Wysuszong zywice¢ przechowywaé w zakorkowanej
butelce.

Substancja wzorcowa: czysty metylobenzoquat (7-benzyloksy-6-butylo-
3-metoksykarbonylo-4-chinolon).
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3.7.1.

3.7.2.

3.7.3.

4.2.

43.

4.4.

44.1.

4.5.

4.6.

5.1

5.1.1.

5.2.

5.3.

Roztwdér wzorcowy podstawowy metylobenzoquatu,
500 pg/ml

Odwazy¢, z doktadnoscia do 0,1 mg, 50 mg substancji wzorcowej (3.7),
rozpusci¢ w roztworze kwasu metanosulfonowego (3.4) w kolbie
miarowej o pojemnosci 100 ml, uzupetlni¢ do pelnej objgtosci kolby
kwasem i zmieszac.

Rozwoér wzorcowy posredni metylobenzoquatu, 50
pg/ml

Do kolby miarowej o pojemnosci 50 ml przenies¢ 5,0 ml podstawowego
roztworu wzorcowego metylobenzoquatu (3.7.1) uzupetni¢ 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). Uzupehi¢ do pelnej objgtosci kolb faza ruchoma (3.3) i zmie-
sza¢. Roztwory te maja odpowiednio st¢zenia 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 pojem-
nosci okoto 200 ml

Sprzet do HPLC z detektorem UV o zmiennej dtugosci fali miarowej lub
z detektorem diodowym

Kolumna do chromatografii cieczowej: 300 mm x 4 mm, C,g, wypel-
nienie 10 pm lub réwnowazne

Filtry membranowe, 0,22 um
Filtry membranowe, 0,45 um
Sposob postepowania
Wskazowki ogodlne

Slepa probe paszy nalezy poddaé analizie w celu sprawdzenia, czy nie
zawiera ona metylobenzoquatu i substancji interferujacych.

Badanie odzysku nalezy przeprowadzi¢, analizujac $lepa probe paszy
fortyfikowana przez dodanie znanej ilosci metylobenzoquatu, o wadze
zblizonej do tej, ktora znajduje si¢ w analizowanej probce. Aby fortyfi-
kowa¢ na poziomie 15 mg/kg, doda¢ 600 pl roztworu wzorcowego
podstawowego (3.7.1) do 20 g slepej proby paszy, zmiesza¢ i odczekac
10 minut do rozpoczgcia ekstrakceji (5.2).

Slepa proba paszy musi by¢ podobna do badanej probki, a jej analiza nie
moze potwierdza¢ obecnosci metylobenzoquatu.

Ekstrakcja

Odwazy¢, z doktadnoscig do 0,01 g, 20 g przygotowanej proby i umie-
$ci¢ w kolbie stozkowej o pojemnosci 250 ml. Doda¢ 100,0 ml roztworu
kwasu metanosulfonowego (3.4) i wstrzgsa¢ mechanicznie przy zastoso-
waniu wstrzasarki (4.1) przez 30 minut. Roztwor filtrowaé przez filtr
z bibuly i zachowa¢ filtrat do rozdzialu w uktadzie ciecz-ciecz (5.3).

Rozdzial w ukladzie ciecz-ciecz

Do rozdzielacza o pojemnosci 500 ml zawierajacego 100 ml roztworu
kwasu chlorowodorowego (3.5) wprowadzi¢ 25,0 ml otrzymanego
weczesniej filtratu (5.2). Doda¢ 100 ml dwuchlorometanu (3.1) i wstrzgsaé
przez minutg. Pozostawi¢ do rozdzielenia si¢ warstw, a nastepnie dolng
warstwe (dwuchlorometanowg) spusci¢ do kolby okragtodennej o pojem-
nosci 500 ml. Powtorzy¢ ekstrakcje fazy wodnej, dodajac 2 porcje 40 ml
dwuchlorometanu, i polaczy¢ je z pierwszym ekstraktem w kolbie
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5.4.
5.4.1.

5.4.2.

5.5.

5.6.
5.6.1.

okraglodennej. Odparowa¢ ekstrakt dwuchlorometanu do sucha na
proézniowej wyparce rotacyjnej (4.2) przy zmniejszonym ci$nieniu
w temperaturze 40 °C. Pozostato$¢ rozpusci¢ w 20 do 25 ml metanolu
(3.2), zamknaé¢ kolbg i zachowaé calo$¢ ekstraktu do chromatografii
jonowymiennej (5.4).

Chromatografia jonowymienna
Przygotowanie kolumny kationowowymiennej

Dolny koniec kolumny szklanej (4.3) zatka¢ zwitkiem waty szklanej.
Przygotowaé 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 kolumne woda do obojetnego odczynu
wycieku wobec lakmusu. Przenies¢ 50 ml metanolu (3.2) do kolumny
i pozwoli¢, aby przesaczylt si¢ do powierzchni zywicy.

Chromatografia kolumnowa

Filtrat uzyskany w sposob, o ktorym mowa w pkt 5.3, przenies¢
ostroznie pipeta do kolumny. Kolb¢ okraglodenna przemy¢ 2 porcjami
od 5 do 10 ml metanolu (3.2), a nastgpnie roztwor z przemycia nanie$¢
na kolumng. Poczekaé az ekstrakt dojdzie do powierzchni zywicy,
nastgpnie przemy¢ kolumng 50 ml metanolu, tak aby predkos$¢ wzbie-
rania ekstraktu nie byla wyzsza niz 5 ml na minutg. 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.

Rozdzial w uktadzie ciecz-ciecz

Eluent otrzymany w sposob okreslony w pkt 5.4.2 przenie$¢ do rozdzie-
lacza o pojemnosci 1 1. Przemyé¢ kolbe stozkowa od 5 do 10 ml meta-
nolu (3.2) i roztwor po przemyciu dotaczyé do zawartosci rozdzielacza.
Doda¢ 300 ml roztworu kwasu chlorowodorowego (3.5) i 130 ml
dwuchlorometanu (3.1). Wstrzasa¢ przez minut¢ i pozostawi¢ do
rozdzielenia faz. Dolnga warstwe (dwuchlorometan) przenies¢ do kolby
okragtodennej o pojemnosci 500 ml. Powtorzy¢ ekstrakcje fazy wodnej
nastgpnymi 2 porcjami 70 ml dwuchlorometanu i ekstrakty dotaczy¢ do
zawartosci pierwszej kolby okragtodenne;j.

Ekstrakt dwuchlorometanu odparowa¢ do sucha na prézniowej wyparce
rotacyjnej (4.2) przy zmniejszonym cis$nieniu w temperaturze 40 °C.
Pozostalos¢ rozpusci¢c w kolbie zawierajacej okoto 5 ml metanolu
(3.2) 1 roztwor przenie$¢ ilosciowo do kolby miarowej o pojemnosci
10 ml. Przemy¢ dwa razy kolbg okragtodenna nastgpnymi 2 porcjami
od 1 do 2 ml metanolu, a nastgpnie przenies¢ do kolby miarowe;.
Uzupehi¢ do pelnej objetosci kolby metanolem i zmiesza¢. Podzielna
czg$¢ jest filtrowana przez filtr membranowy (4.6). Roztwor zachowaé
do oznaczania HPLC (5.6).

Oznaczanie HPLC

Parametry

Ponizsze parametry podano jako przyktadowe; inne parametry moga by¢
zastosowane, o ile gwarantuja otrzymanie rownowaznych wynikow:
— kolumna do chromatografii cieczowej (4.4.1),

— faza ruchoma do HPLC: mieszanina metanolu z woda (3.3),

— predkos¢ przeptywu: 1 do 1,5/min,

— dlugosc¢ fali przy detekcji: 265 nm,

— dozowana objetosé: 20 do 50 pl.
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5.6.2.

5.6.3.

Sprawdzi¢ stabilno$¢ uktadu chromatograficznego, dozujac kilkakrotnie
roztwor kalibracyjny (3.7.3) zawierajacy 4 ug/ml, az do ustalenia stalych
wysokosci (powierzchni) piku i czasow retencji.

Krzywa kalibracyjna

Zadozowa¢ kilka razy kazdy z kalibracyjnych roztworéw (3.7.3) i okre-
$lic wysokosci (powierzchnie) piku dla kazdego stezenia. Wykresli¢
krzywa kalibracyjna, odkladajac $rednie wysokosci (powierzchnie)
pikow kalibracyjnych roztworow na osi rzednych oraz odpowiadajace
im stezenia w pg/ml na osi odcigtych.

Badany roztwor probki

Zadozowa¢ kilka razy ekstrakt probki (5.5) stosujac taka samg objetosé
jak przy roztworach kalibracyjnych, i wyznaczy¢ s$rednig wysokosé
(powierzchni¢) piku metylobenzoquatu.

Obliczanie wynikow

Na podstawie $redniej wysokosci (powierzchni) pikéw metylobenzo-
quatu roztworu probki okresli¢ stezenie roztworu probki w pg/ml, odno-
szac si¢ do krzywej kalibracyjnej (5.6.2).

Zawarto$¢ metylobenzoquatu w (mg/kg) w probce oblicza si¢ wedhug
nastepujacego wzoru:

¢ x40
W =
m

gdzie:

¢ = stezenie metylobenzoquatu w g/ml w roztworze probki
m = masa nawazki w g

Sprawdzenie metody
Sprawdzanie tozsamosci

Tozsamos$¢ analitu moze by¢ potwierdzona przez kochromatografie lub
zastosowanie detektora diodowego, przy uzyciu ktérego porownuje si¢
widma ekstraktu probki i roztworu kalibracyjnego (3.7.3) zawierajacego
10 pg/ml metylobenzoquatu.

Kochromatografia

Ekstrakt probki jest fortyfikowany przez dodanie odpowiedniej ilosci
posredniego roztworu wzorcowego (3.7.2). Ilos¢ dodanego metyloben-
zoquatu musi by¢ podobna do ilosci metylobenzoquatu w ekstrakcie
probki.

Po uwzglednieniu zaré6wno dodanej ilosci, jak i stopnia rozcienczenia
ekstraktu, zwickszy¢ sie moze tylko wysokos$¢ piku metylobenzoquatu.
Szerokos$¢ piku w potowie jego wysokos$ci nie moze przekracza¢ okoto
10 % pierwotnej szerokosci.

Detekcja diodowa

Wyniki sprawdza si¢ wedtug nastgpujacych kryteriow:

a) dhugos¢ fali odpowiadajgca maksymalnej absorpcji probki i widm
wzorcowych zapisana w punkcie wierzchotka piku zarejestrowanego
na chromatogramie musi by¢ taka sama, po uwzglgdnieniu marginesu
okreslonego zdolnos$cia rozdzielcza systemu detekcji. W przypadku
detekcji diodowej zdolno$¢ rozdzielcza miesci si¢ zazwyczaj w grani-
cach 2 nm;
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b) w zakresie od 220 do 350 nm probka i widma wzorcowe zapisane
w punkcie wierzchotka piku na chromatogramie nie mogg si¢ roéznic
dla tych czgéci widma w zakresie od 10 do 100 % wzglednej absor-
bancji. Kryterium uwaza si¢ za spelione, jezeli wystgpuja te same
maksymalne wartosci i w ramach zadnego z obserwowanych
punktéw rozbiezno$¢ migdzy dwoma widmami nie jest wigksza niz
15 % absorbancji wzorcowego analitu;

c¢) w zakresie od 220 do 350 nm widma warto$ci rosnacych, szczyto-
wych i malejgcych ekstraktu probki nie moga roznic si¢ od siebie dla
tych czesci widma w zakresie od 10 do 100 % absorbancji wzgledne;.
Kryterium uwaza si¢ za spelnione, jezeli wystgpuja te same maksy-
malne warto$ci i w ramach zadnego z obserwowanych punktow
rozbiezno$¢ migdzy widmami nie jest wigksza niz 15 % widma
wartosci szczytowe;.

Jezeli jedno z tych kryteriow nie jest spelnione, obecnos$¢ analitu nie jest
potwierdzona.

Powtarzalnosé

Roéznica pomiedzy wynikami dwoch rownoleglych oznaczen wykona-
nych dla tej samej probki nie moze przekracza¢: 10 % wzgledem
wyzszego wyniku, dla zawarto$ci metylobenzoquatu od 4 do 20 mg/kg.

Odzysk

W przypadku fortyfikowanej $lepej proby odzysk nie moze by¢ mniejszy
niz 90 %.

Wyniki badan miedzylaboratoryjnych

W ramach wspoétpracy 10 laboratoriow przeprowadzono analizg pigciu
probek. Analiz¢ 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
CV, [%] — 6,70 4,40 6,70 5,70
sr [mg/kg] — 0,40 0,50 0,90 1,00
CVr [%] — 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, = wspolczynnik zmiennos$ci powtarzalnosci w %
sg = odchylenie standardowe odtwarzalnosci

CVyr = wspdlczynnik 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.

Sposob przeprowadzenia metody

Probka jest ekstrahowana mieszaning wody i metanolu. Zawarto$¢
olaquindoksu jest oznaczana metodg wysokosprawnej chromatografii
cieczowej (HPLC) z fazg odwrocong przy uzyciu detektora UV.
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3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

4.2.

4.3.

5.1.

5.1.1.

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)karba-
moil]-3-metylochinoksalino-N',N*-dioksyd, E 851.

Roztwdr wzorcowy podstawowy olaquindoksu, 250
pg/ml

Odwazy¢, z doktadnoscia do 0,1 mg, 50 mg olaquindoksu (3.5) do
kolby miarowej o pojemnosci 200 ml i doda¢ okoto 190 ml wody.
Nastgpnie umiesci¢ kolbe w tazni ultradzwigkowej (4.1) na 20 minut.
Po zastosowaniu ultradzwigkéw roztwor doprowadzi¢ do temperatury
pokojowej, uzupehi¢ do pelnej objetosci kolby woda i zmieszaé. Przy-
kry¢ kolbg folig aluminiowa i przechowywaé w lodoéwce. Roztwor
nalezy przygotowywac raz w miesigcu.

Roztwér wzorcowy posredni olaquindoksu, 25
pg/ml

Przenies¢ 10,0 ml roztworu wzorcowego podstawowego (3.5.1) do kolby
miarowej o pojemnosci 100 ml, uzupelié do pelnej objetosci kolby faza
ruchomg (3.4) i zmiesza¢. Przykry¢ kolbg folig aluminiowa i przecho-
wywac¢ w lodowce. Roztwor nalezy przygotowywac codziennie.

Roztwory kalibracyjne

Do kolb miarowych o pojemnosci 50 ml przenies¢ 1,0, 2,0, 5,0, 10,0,
15,0 1 20,0 ml roztworu wzorcowego posredniego (3.5.2). Uzupetni¢ do
pelnej objetosei kolb faza ruchoma (3.4) i zmieszac. Przykry¢ kolbg folig
aluminiowg. Roztwory te odpowiadaja odpowiednio 0,5, 1,0, 2,5, 5,0,
7,5, 1 10,0 pg olaquindoksu/ml.

Roztwory nalezy przygotowywac codziennie.

Aparatura i sprzet

Laznia ultradzwigkowa.
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,
Cig, wypehienie 10 pm lub réwnowazne

Filtr membranowy, 0,45 pm.

Sposéb postepowania

Uwaga: Olaquindoks jest wrazliwy na $wiatlo. Wszystkie czynnosci
nalezy przeprowadza¢ przy ograniczonym dostgpie $wiatta
lub z zastosowaniem szkla oranzowego.

Wskazowki ogolne

Slepg probe paszy nalezy poddaé¢ analizie w celu potwierdzenia braku
olaquindoksu i substancji interferujacych.

Badanie odzysku nalezy przeprowadzi¢, analizujac $lepa probe paszy
fortyfikowana przez dodanie znanej ilo$ci olaquindoksu, o wadze zbli-
zonej do tej, ktora znajduje si¢ w probce. Aby fortyfikowacé na poziomie
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5.2.

5.3.
53.1.

50 mg/kg, przenies¢ 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 $lepej proby paszy, dokladnie zmieszaé
i pozostawi¢ na 10 minut, kilkakrotnie mieszajac przed przejsciem do
etapu ekstrakcji (5.2).

Uwaga: Slepa proba paszy musi by¢ podobna do badanej probki, a jej
analiza nie moze potwierdza¢ obecnosci olaquindoksu.

Ekstrakcja

Odwazy¢, z doktadnosciag do 0,01 g, 50 g probki. Przenies¢ do kolby
stozkowej o pojemnosci 1 000 ml, doda¢ 100 ml metanolu (3.1) i umie-
Sci¢ kolb¢ na 5 minut w tazni ultradzwickowej (4.1). Doda¢ 410 ml
wody i pozostawi¢ w tazni ultradzwickowej na 15 minut. Wyja¢ kolbe
z tazni i1 wstrzasa¢ nig przez 30 minut z uzyciem wstrzasarki mecha-
nicznej (4.2), nastgpnie przefiltrowaé przez pofaldowany filtr. Przenie$¢
10,0 ml filtratu do kolby miarowej o pojemnosci 20 ml, uzupetni¢ do
pelnej objetosci kolby wodag i zmieszaC. Przefiltrowaé podzielng czgsé
przez filtr membranowy (4.4) (zob. objasnienia pkt 9). Przystapi¢ do
oznaczania HPLC (5.3).

Oznaczanie HPLC
Parametry:

Ponizsze parametry podano jako przyktadowe; inne parametry moga by¢
zastosowane, o ile gwarantujg otrzymanie rownowaznych wynikow.

Kolumna analityczna (4.3.1)

Faza ruchoma (3.4): mieszanina wody (3.3) i metanolu
(3.2), 900 + 100 (V + V)

Predkos¢ przeptywu: 1,5-2 ml/min

Dtugo$¢ fali przy detekcji: 380 nm

Dozowana objetos¢: 20 pl-100 pl

Sprawdzi¢ stabilno$¢ systemu chromatograficznego, dozujac kilkakrotnie
roztwér kalibracyjny (3.5.3) zawierajacy 2,5 pg/ml, az do uzyskania
statych wysokosci piku i czasow retencji.

Krzywa kalibracyjna

Zadozowa¢ kilka razy kazdy z roztworéw kalibracyjnych (3.5.3) i okre-
§li¢ $rednie wysokosci (powierzchnie) piku dla kazdego stezenia.
Wykresli¢  krzywa kalibracyjna, odkladajac  $rednie  wysokosci
(powierzchnie) pikow roztworéw kalibracyjnych na osi rzednych oraz
odpowiadajgce im stgzenia w pg/ml na osi odcigtych.

Roztwor probki

Zadozowac¢ kilka razy ekstrakt probki (5.2) stosujac taka samg objetosé
jak przy roztworach kalibracyjnych, i1 okresli¢ $rednig wysokosé
(powierzchnig¢) piku dla pikéw olaquindoksu.

Obliczanie wynikow

Na podstawie $redniej wysokosci (powierzchni) pikow olaquindoksu
roztworu probki okresli¢ stezenie roztworu probki w pg/ml, odnoszac
si¢ do krzywej kalibracyjnej (5.3.2).

Zawartos¢ olaquindoksu w probce w mg/kg oblicza si¢ wedlug nasteg-
pujacego wzoru:
¢ x 1000
wW=—-
m
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7.2.

7.3.

gdzie:

¢ = st¢zenie olaquindoksu w pg/ml w ekstrakcie probki (5.2)
m = masa nawazki w g/ml (5.2)

Sprawdzenie metody
Sprawdzenie tozsamosci

Tozsamos$¢ analitu moze by¢ potwierdzona przez kochromatografie lub
zastosowanie detektora diodowego, przy uzyciu ktérego porownuje si¢
widma ekstraktu probki (5.2) i roztworu kalibracyjnego (3.5.3) zawiera-
jacego 5 pg/ml olaquidoksu.

Kochromatografia

Ekstrakt probki (5.2) fortyfikuje si¢ przez dodanie odpowiedniej ilosci
roztworu kalibracyjnego (3.5.3). Iloé¢ dodanego olaquindoksu musi
odpowiada¢ iloéci olaquindoksu w ekstrakcie probki.

Po uwzglednieniu zaréwno dodanej ilosci, jak i rozcienczenia ekstraktu,
zwigkszy¢ si¢ moze tylko wysoko$¢ piku olaquindoksu. Szeroko$é piku
w potowie jego wysokosci musi miesci¢ si¢ w granicach + 10 % pier-
wotnej szeroko$ci piku niefortyfikowanego ekstraktu probki.

Detekcja diodowa

Wyniki ocenia si¢ wedlug nastepujacych kryteriow:

a) dlugos¢ fali odpowiadajgca maksymalnej absorpcji probki i widm
wzorcowych zapisana w punkcie wierzchotka piku zarejestrowanego
na chromatogramie musi by¢ taka sama, po uwzglgdnieniu marginesu
okreslonego zdolnos$cia rozdzielcza systemu detekcji. W przypadku
detekcji diodowej zdolno$¢ rozdzielcza miesci si¢ zazwyczaj w grani-
cach = 2 nm;

b) w zakresie pomiedzy 220 a 400 nm probka i widma wzorcowe zapi-
sane w punkcie wierzchotka piku na chromatogramie nie moga sig¢
rozni¢ dla tych czesci widma w zakresie od 10 do 100 % wzglednej
absorbancji. Kryterium uwaza si¢ za spelione, jezeli wystgpuja te
same maksymalne warto$ci i w ramach zadnego z obserwowanych
punktow rozbiezno$¢ migdzy dwoma widmami nie jest wigksza niz
15 % absorbancji wzorcowego agalitu;

c) w zakresie od 220 do 400 nm widma warto$ci rosnacych, szczyto-
wych i malejacych ekstraktu probki nie moga rézni¢ si¢ od siebie dla
tych czgsci widma w zakresie od 10 do 100 % absorbancji wzgledne;.
Kryterium uwaza si¢ za spelnione, jezeli wystgpuja te same maksy-
malne warto$ci i w ramach zadnego z obserwowanych punktow
rozbiezno$¢ miedzy widmami nie jest wigksza niz 15 % widma
wartosci szczytowe;.

Jezeli jedno z tych kryteridw nie jest spelnione, obecnos¢ analitu nie jest
potwierdzona.

Powtarzalnosé

Roznica pomigdzy wynikami dwoch rownolegltych oznaczen wykona-
nych dla tej samej probki nie moze przekracza¢ 15 % najwyzszego
wyniku, dla zawartosci olaquindoksu od 10 do 200 mg/kg.

Odzysk

Odzysk olaquindoksu dodanego do $lepej proby paszy nie moze by¢
nizszy niz 90 %.



02009R0152 — PL — 16.11.2020 — 007.001 — 155

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

Wyniki badan miedzylaboratoryjnych

We Wspolnocie Europejskiej przeprowadzono badania poroéwnawcze,
w ktorych cztery probki pasz dla prosiat, w tym jedna $lepa, byly anali-
zowane przez maksymalnie 13 laboratoriow. Wyniki sg podane ponizej:

Probka 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
Sk [mg/kg] — 1,62 4,28 8,42
CV, [%] — 5,6 4,3 6,7
CVr [%] — 11,1 8,9 8,8
Nominalna zawarto$¢
[mg/kg] — 15 50 100
Odzysk % — 97,3 96,0 95,4
L = liczba laboratoriéw
n = liczba pojedynczych warto$ci
S, = odchylenie standardowe powtarzalnosci
Sgr = odchylenie standardowe odtwarzalnosci

CV, = wspotczynnik zmiennosci powtarzalnosci
CVy = wspotczynnik zmiennosci odtwarzalnosci

Objasnienia

Metoda nie byta sprawdzana dla pasz zawierajacych wigcej niz 100
mg/kg olaquindoksu, zaktada si¢ jednak otrzymanie zadowalajacych
wynikéw poprzez zmniejszenie odwazki analitycznej lub rozcienczenie
ekstraktu (5.2) w celu otrzymania stgzenia w zakresie krzywej kalibra-
cyjnej (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 premi-
ksach. Granica wykrywalno$ci wynosi 1 mg/kg, granica oznaczalnoéci
wynosi 5 mg/kg.

Sposob przeprowadzenia metody

Probka jest ekstrahowana mieszaning metanolu i wody. Po rozcienczeniu
faza ruchoma i filtrowaniu przez filtr membranowy zawarto$¢ amprolium
jest oznaczana metodg kationowo wymienng wysokosprawnej chromato-
grafii cieczowej HPLC przy wykorzystaniu detektora UV.

Odczynniki i roztwory

Metanol.

Acetonitryl do HPLC.

Woda do HPLC.

Roztwoér 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, uzupeli¢ do pelnej
objetosci kolby woda (3.3) i zmieszac.

Roztwor 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, uzupetni¢ do pelnej objetosci
kolby woda (3.3) i zmieszac.
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3.6.

3.7.

3.7.1.

3.7.2.

3.7.3.

3.8.

4.2.

4.3.

44,

4.5.

5.1
5.1.1.

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
um (4.3) i odgazowaé roztwor, np. przy zastosowaniu tazni ultradzwie-
kowej (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 doktadnosciag do 0,1 mg, 50 mg amprolium (3.7) do kolby
miarowej o pojemnosci 100 ml, rozpusci¢ w 80 ml metanolu (3.1)
i umiesci¢ kolbg na 10 minut w tazni ultradzwigkowej (4.4). Nastgpnie
doprowadzi¢ roztwor do temperatury pokojowej, uzupetni¢ do pelnej
objetosci kolby woda i zmieszaé. Roztwor przechowywany w tempera-
turze < 4 °C zachowuje stabilno$¢ nie dluzej niz miesigc.

Posredni wzorcowy roztwdr amprolium, 50 pg/ml

Przenies¢ pipeta 5,0 ml roztworu wzorcowego podstawowego (3.7.1) do
kolby miarowej o pojemnosci 50 ml, uzupetni¢ do pelnej objetosci kolby
roztworem do ekstrakcji (3.8) i zmiesza¢. Roztwor przechowywany
w temperaturze < 4 °C zachowuje stabilno$¢ nie dtuzej niz miesiac.

Roztwory kalibracyjne

Przenies¢ 0,5, 1,0 i 2,0 ml posredniego wzorcowego roztworu (3.7.2) do
partii kolb miarowych o pojemnosci 50 ml. Uzupetni¢ do pelnej obje-
tosci kolb fazg ruchoma (3.6) i zmiesza¢. Roztwory odpowiadaja odpo-
wiednio 0,5, 1,0 i 2,0 pg/ml amprolium. Roztwory sporzadzi¢ bezpo-
$rednio 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, wypeienie 5 lub 10 pm, lub réwnowazne

Detektor UV z regulacja dtugosci fal lub detektor diodowy
Filtr membranowy, PTFE, 0,45 um.

Filtr membranowy, 0,22 pm.

Laznia ultradzwigkowa.

Wstrzasarka mechaniczna lub mieszadto magnetyczne.

Sposéb postepowania
Wskazowki ogolne
Slepa proba paszy

W celu zbadania odzysku (5.1.2) nalezy przeprowadzi¢ analize §lepej
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 substancji interferujacych.
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5.2.

5.2.1.

5.2.2.

5.3.

5.3.1

Badanie odzysku

Badanie odzysku nalezy przeprowadzi¢, analizujac Slepa probe paszy
fortyfikowang przez dodanie znanej ilo$ci amprolium, o wadze zblizonej
do tej, ktora znajduje si¢ w analizowanej probce. Aby fortyfikowac na
poziomie 100 mg/kg, doda¢ 10,0 ml roztworu wzorcowego podstawo-
wego (3.7.1) do kolby stozkowej o pojemnosci 250 ml i odparowaé
roztwor do objetosci okoto 0,5 ml. Doda¢ 50 g $lepej proby paszy,
zmieszac 1 pozostawi¢ na 10 minut, mieszajac kilkakrotnie przed przej-
Sciem do etapu ekstrakcji (5.2).

Jezeli nie mozna przeprowadzi¢ badania slepej proby paszy podobnej do
badanej probki (5.1.1), badanie odzysku mozna przeprowadzi¢, stosujac
metod¢ dodawania wzorca. W tym przypadku przeznaczona do analizy
probka jest fortyfikowana przez dodanie znanej iloSci amprolium,
o wadze zblizonej do tej, ktora znajduje si¢ w analizowanej probce.
Probke t¢ poddaje si¢ analizie wraz z niefortyfikowana probka, a odzysk
moze by¢ obliczony przez odjgcie od probki fortyfikowanej masy probki
niefortyfikowane;j.

Ekstrakcja
Premiksy (zawarto§¢ amprolium <1 %) i pasze

Odwazy¢, z doktadnoscig do 0,01 g, od 5 do 40 g probki, w zaleznos$ci
od zawartosci amprolium, do kolby stozkowej o pojemnosci 500 ml
i doda¢ 200 ml rozpuszczalnika ekstrakcyjnego (3.8). Umiesci¢ kolbe
w lazni ultradzwigkowej (4.4) na 15 minut. Wyja¢ kolbe z tazni
i wstrzgsa¢ nig przez godzing na wstrzasarce lub mieszadle magne-
tycznym (4.5). Rozcieficzy¢ podzielng cze$¢ ekstraktu faza ruchoma
(3.6) do zawartosci amprolium od 0,5 do 2 pg/ml i zmieszaé (zob.
objasnienia pkt 9.3). Przefiltrowa¢ od 5 do 10 ml rozcienczonego
roztworu przez filtr membranowy (4.2). Przystapi¢ do oznaczania
HPLC (5.3).

Premiksy (zawarto$¢ amprolium > 1 %)

Odwazy¢, z doktadnoscia do 0,001 g, od 1 do 4 g premiksu, w zalez-
nosci od zawarto$ci amprolium, do kolby stozkowej o pojemnosci 500
ml, doda¢ 200 ml rozpuszczalnika ekstrakcyjnego (3.8). Umiesci¢ kolbe
w tazni ultradzwigkowej (4.4) na 15 minut. Wyja¢ kolbe z tazni
i wstrzgsaé nig przez godzing na wstrzasarce lub mieszadle magne-
tycznym (4.5). Rozcienczy¢ podzielng cze$¢ ekstraktu faza ruchoma
(3.6) do zawartosci amprolium od 0,5 do 2 pg/ml i zmiesza¢. Przefil-
trowa¢ od 5 do 10 ml rozcienczonego roztworu przez filtr membranowy
(4.2). Przystapi¢ do oznaczania HPLC (5.3).

Oznaczanie HPLC
Parametry:

Ponizsze parametry podano jako przyktadowe; inne parametry moga by¢
zastosowane, o ile gwarantuja otrzymanie rownowaznych wynikow.

Kolumna do chromato-

grafii

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
(vHvtv).

Predkos¢ przeptywu: 0,7-1 ml/min

Dlugos¢ fali przy detekcji: 264 nm
Dozowana objetos¢: 100 pl
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Sprawdzi¢ stabilno$¢ systemu chromatograficznego, dozujac kilkakrotnie
roztwér kalibracyjny (3.7.3) zawierajacy 1,0 pg/ml, az do uzyskania
statych wysokosci piku i czasow retencji.

Krzywa kalibracyjna

Zadozowac¢ kilka razy kazdy z roztworow kalibracyjnych (3.7.3) i okre-
$li¢ $rednie wysokosci (powierzchnie) piku dla kazdego stezenia.
Wykresli¢  krzywa  kalibracyjna, odkladajac  s$rednie  wysokosci
(powierzchnie) pikéw roztwordéw kalibracyjnych na osi rzednych i odpo-
wiadajace im stgzenia w pg/ml na osi odcigtych.

Roztwor probki

Zadozowa¢ kilka razy ekstrakt probki (5.2), stosujac taka sama objetosé
jak przy kalibracyjnych roztworach, i okresli¢ $rednia wysokos$¢
(powierzchni¢) piku dla pikéw amprolium.

Obliczanie wynikow

Na podstawie S$redniej wysokosci (powierzchni) pikéw amprolium
roztworu probki okresli¢ stgzenie roztworu probki w pg/ml, odnoszac
si¢ do krzywej kalibracyjnej (5.3.2).

Zawarto$¢ amprolium w mg/kg probki obliczy¢ wedlug nastgpujacego
wzoru:

_Vxexf

w [mg/kg]

gdzie:

V = obje¢tos¢ rozpuszczalnika ekstrakcyjnego w ml (3.8); zgodnie z pkt
5.2 (np. 200 ml)

¢ = stgzenie amprolium w pg/ml w ekstrakcie probki (5.2)

f = wspotczynnik rozcienczania 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 porownuje si¢
widma ekstraktu probki (5.2) i roztworu kalibracyjnego (3.7.3) zawiera-
jacego 2,0 pg/ml.

Kochromatografia

Ekstrakt probki (5.2) fortyfikuje si¢ przez dodanie odpowiedniej iloSci
roztworu kalibracyjnego (3.7.3). Ilo§¢ dodanego amprolium musi odpo-
wiada¢ ilosci amprolium znajdujacego si¢ w ekstrakcie probki.

Po uwzglednieniu zaréwno dodanej iloéci, jak i rozcienczenia ekstraktu,
zwigkszy¢ si¢ moze tylko wysoko$¢ piku amprolium. Szeroko$¢ piku
w potowie jego wysoko$ci musi miesci¢ si¢ w granicach + 10 % pier-
wotnej szerokosci piku amprolium niefortyfikowanego ekstraktu probki.

Detekcja diodowa

Wyniki sprawdza si¢ wedtug nastgpujacych kryteriow:

a) dhugos¢ fali odpowiadajgca maksymalnej absorpcji probki i widm
wzorcowych zapisana w punkcie wierzchotka piku zarejestrowanego
na chromatogramie musi by¢ taka sama, po uwzglgdnieniu marginesu
okreslonego zdolnos$cia rozdzielcza systemu detekcji. W przypadku
detekcji diodowej zdolno$¢ rozdzielcza miesci si¢ zazwyczaj w grani-
cach £2 nm;
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b) w zakresie od 210 do 320 nm probka i widma wzorcowe zapisane
w punkcie wierzchotka piku na chromatogramie nie mogg si¢ roéznic
dla tych czgéci widma w zakresie od 10 do 100 % wzglednej absor-
bancji. Kryterium uwaza si¢ za spelione, jezeli wystgpuja te same
maksymalne wartosci i w ramach zadnego z obserwowanych
punktéw rozbiezno$¢ migdzy dwoma widmami nie jest wigksza niz
15 % absorbancji wzorcowego agalitu;

c) w zakresie od 210 do 320 nm widma wartoéci rosnacych, szczyto-
wych i malejacych ekstraktu probki nie moga réznic si¢ od siebie dla
tych cze¢sci widma w zakresie od 10 do 100 % absorbancji wzglednej.
Kryterium uwaza si¢ za spelnione, jezeli wystgpuja te same maksy-
malne wartosci i w ramach zadnego z obserwowanych punktow
rozbiezno$¢ migdzy widmami nie jest wigksza niz 15 % widma
wartosci szczytowe;.

Jezeli jedno z tych kryteriow nie jest spetnione, obecno$¢ analitu nie jest
potwierdzona.
Powtarzalnosé¢
Roznica pomigdzy wynikami dwoch rownolegtych oznaczen wykona-

nych dla tej samej probki nie moze przekraczac:

— 15 % wzgledem wyzszej wartosci, dla zawartosci amprolium od 25
mg/kg do 500 mg/kg,

— 75 mg/kg, dla zawarto$ci amprolium od 500 mg/kg do 1 000 mg/kg,

— 7,5 % wzgledem wyzszej wartosci, dla zawarto$ci amprolium
powyzej 1000 mg/kg.

Odzysk

W przypadku fortyfikacji (Slepej) proby paszy odzysk musi wynosi¢ co

najmniej 90 %.

Wyniki badan miedzylaboratoryjnych

W ramach wspolpracy kilku laboratoriéw przeprowadzono analizg 3 pasz
dla drobiu (probki 1-3), paszy mineralnej (probka 4) i premiksu (probka
5). W ponizszej tabeli podano wyniki przeprowadzonych badan.

Probka 11 ka2 | Probka 3 | Probka4 | Probka S
(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
sr [mg/kg] — 2,95 11,8 266 760
CVR [%] — 6,47 6,27 5,19 3,00
Zawarto$¢ nominalna [mg/ — 50 200 5000 25 000
ke]
L = liczba laboratoriéw
n = liczba pojedynczych oznaczen
S = odchylenie standardowe powtarzalnosci
CV, = wspodlczynnik zmiennosci powtarzalnosci
sg = odchylenie standardowe odtwarzalnosci

CVy = wspotczynnik zmiennosci odtwarzalnosci



02009R0152 — PL — 16.11.2020 — 007.001 — 160

9.2.

9.3.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

Objasnienia

Jezeli probka zawiera tiaming, pik tiaminy na chromatogramie ukazuje
si¢ na krotko 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, zastgpi¢ do
50 % acetonitrylu fazy ruchomej (3.6) metanolem.

Wedtug Farmakopei Brytyjskiej widmo roztworu amprolium: (¢ = 0,02
mol/l) w kwasie chlorowodorowym (¢ = 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 rozcienczy¢ fazg ruchoma, gdyz w przeciwnym razie
czas retencji piku amprolium moze si¢ znacznie przesungé, z uwagi na
zmiany sily jonowej.

D. OZNACZANIE KARBADOKSU
Metylo 3-(2-chinoksalinylometyleno)pikrynian N' \N* -dwutlenek

Cel i zakres stosowania metody

Metoda stuzy do oznaczania zawartosci karbadoksu w paszach, premi-
ksach i preparatach. Granica wykrywalnosci wynosi 1 mg/kg. Granica
oznaczalnosci wynosi 5 mg/kg.

Sposob przeprowadzenia metody

Probka jest rownowazona woda i poddawana ekstrakcji przy uzyciu
mieszaniny metanolu i acetonitrylu. W przypadku pasz podzielng
czg$¢ przefiltrowanego ekstraktu zostaje oczyszczona na kolumnie z tlen-
kiem glinu. W przypadku premikséw i preparatow podzielng czg$¢ prze-
filtrowanego ekstraktu zostaje rozcienczona do odpowiedniego st¢Zenia
woda, metanolem i acetonitrylem. Zawarto$¢ karbadoksu oznacza sig¢
metodg wysokosprawnej chromatografii cieczcowej w ukladzie faz
odwroconych (HPLC) przy uzyciu detektora UV.

Odczynniki i roztwory

Metanol.

Acetonitryl do HPLC.

Kwas octowy, w = 100 %.

Tlenek glinu: obojetny, stopien aktywnosci .

Metanol-acetonitryl 1 + 1 (v + v).

Zmiesza¢ 500 ml metanolu (3.1) z 500 ml acetonitrylu (3.2).

Kwas octowy, o = 10 %.

Rozcieniczy¢ 10 ml kwasu octowego (3.3) woda do objetosci 100 ml.
Octan sodu.

Woda do HPLC.

Roztwoér buforu octanowego, ¢ = 0,01 mol/l, pH = 6,0.

Rozpusci¢ 0,82 g octanu sodu (3.7) w 700 ml wody (3.8) i dostosowaé
pH do 6 kwasem octowym (3.6). Przenies¢ do kolby miarowej o pojem-
nosci 1000 ml, uzupetni¢ do pelnej objgtosci kolby woda (3.8) i zmie-
szac.

Faza ruchoma do HPLC.

Zmiesza¢ 825 ml roztworu buforu octanowego (3.9) i 175 ml acetonit-
rylu (3.2).

Przefiltrowaé przez filtr 0,22 um (4.5) i odgazowaé roztwor, np. przy
zastosowaniu tazni ultradzwigkowej przez 10 minut.
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3.11.1.

3.11.2.

4.2.

4.3.

4.4.

44.1.

4.4.2.

4.5.

4.6.

4.7.

Substancja wzorcowa.

Czysty karbadoks: Metylo 3-(2-chinoksalinylometyleno)pikrynianN',
N*-dwutlenek, E 850.

Roztwdor wzorcowy podstawowy karbadoksu, 100
pg/ml, (zob. uwaga pkt 5). Sposdb postegpowania:

Odwazy¢, z dokladnoscig 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 ultradzwickowej (4.7). Po zasto-
sowaniu ultradzwickow doprowadzi¢ roztwér do temperatury pokojowej,
uzupetni¢ do pelnej objetosci kolby mieszaning metanolu i acetonitrylu
(3.5) i zmieszaé. Kolbe owing¢ folig aluminiowa lub zastosowaé oran-
zowe szklane naczynie laboratoryjne i przechowywaé w lodowce.
Roztwor w temperaturze < 4 °C zachowuje stabilno$¢ 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 peinej objetosci kolb i zmiesza¢. Kolby owina¢ folig alumi-
niowa. 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 zawierajacych mniej niz
10 mg/kg sporzadza si¢ roztwory kalibracyjne o stgzeniu
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.
Bibuta filtracyjna z widknem szklanym (Whatman GF/A lub podobna).

Szklana kolumna o dlugosci od 300 do 400 mm, wewngtrznej $rednicy
okoto 10 mm, ze spiekiem szklanym oraz zaworem odptywowym.

Uwaga: Dopuszcza si¢ uzycie szklanej kolumny z kurkiem lub ze
Scigtym koficem i w takim przypadku w dolnym koficu
umieszcza si¢ zwitek waty szklanej, ubity szklanym pretem.

Sprzgt do HPLC z systemem do dozowania umozliwiajacym dozowanie
20 pl.

Kolumna do chromatografii cieczowej o wymiarach 300 mm x 4 mm,
Cig, wypelienie 10 pm lub réwnowazne

Detektor UV z regulacja dlugosci fal lub detektor diodowy pracujacy
w zakresie do 225 do 400 nm

Filtr membranowy, 0,22 um.
Filtr membranowy, 0,45 pm.

Laznia ultradzwigkowa.
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5.1
5.1.1.

5.2.
5.2.1.

52.2.

5.2.3.

Sposob postepowania

Uwaga: Karbadoks jest wrazliwy na s$wiatlo. Wszystkie czynnoSci
nalezy przeprowadza¢ przy ograniczonym dostepie $wiatta
lub z zastosowaniem szkta oranzowego lub szkla zabezpieczo-
nego folig aluminiowa.

Wskazowki ogolne
Slepa proba paszy

Do badania odzysku (5.1.2) nalezy przeprowadzi¢ analizg $lepej 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 substancji
interferujacych.

Badanie odzysku

Badanie odzysku nalezy przeprowadzi¢, analizujac $lepa probe paszy
(5.1.1) fortyfikowana przez dodanie znanej ilosci karbadoksu, o wadze
zblizonej do tej, ktora znajduje si¢ w probce. Aby fortyfikowaé na
poziomie 50 mg/kg, doda¢ 5,0 ml roztworu wzorcowego podstawowego
karbadoksu (3.11.1) do kolby stozkowej o pojemnosci 200 ml. Odpa-
rowaé roztwdr w strumieniu azotu do obj¢tosci okolo 0,5 ml. Doda¢
10 g Slepej proby paszy, zmiesza¢ i pozostawi¢ na 10 minut przed
przejsciem do etapu ekstrakcji (5.2).

Jezeli nie mozna przeprowadzi¢ badania §lepej proby paszy podobnej do
badanej probki (zob. pkt 5.1.1) badanie odzysku mozna przeprowadzic,
stosujac metod¢ dodawania wzorca. W tym przypadku przeznaczona do
analizy probka jest fortyfikowana przez dodanie znanej ilosci karba-
doksu, o wadze zblizonej do tej, ktora znajduje si¢ w analizowanej
probee. Probke te poddaje si¢ analizie wraz z niefortyfikowana probka,
a odzysk moze by¢ obliczony przez odj¢cie od probki fortyfikowanej
masy probki niefortyfikowane;.

Ekstrakcja
Pasze

Odwazy¢, z doktadnoscig do 0,01 g, 10 g probki i przenies¢ do kolby
stozkowej o pojemnosci 200 ml. Doda¢ 15,0 ml wody, zmieszac i rowno-
wazy¢ przez 5 minut. Doda¢ 35,0 ml mieszaniny metanolu i acetonitrylu
(3.5), zamkna¢ korkiem i wstrzasa¢ przez 30 minut z zastosowaniem
wstrzasarki lub mieszadta magnetycznego (4.1). Przefiltrowa¢ roztwor
przez bibule filtracyjng z widknem szklanym (4.2). Roztwor zachowuje
si¢ do etapu oczyszczania (5.3).

Premiksy (zawarto$¢ karbadoksu od 0,1 do 2 %)

Odwazy¢, z doktadnoscig do 0,001 g, 1 g niezmielonej probki i przeniesé
do kolby stozkowej o pojemnosci 200 ml. Doda¢ 15,0 ml wody, zmie-
szaC i rownowazy¢ przez 5 minut. Doda¢ 35,0 ml mieszaniny metanolu
i acetonitrylu (3.5), zamkna¢ korkiem i wstrzgsa¢ przez 30 minut
z uzyciem wstrzgsarki lub mieszadta magnetycznego (4.1). Przefiltrowaé
ten roztwor przez bibule filtracyjna z widknem szklanym (4.2).

Pipeta przenie$¢ podzielng czgs¢ filtratu do kolby miarowej o pojemnosci
50 ml. Doda¢ 15,0 ml wody, uzupetni¢ do pelnej objetosci kolby
mieszaning metanolu z acetonitrylem (3.5) i zmiesza¢. Stgzenie karba-
doksu w roztworze koncowym musi wynie$¢ okoto 10 pg/ml. Podzielng
czg$¢ roztworu przefiltrowaé przez filtr 0,45 um (4.6).

Przystapi¢ do oznaczania HPLC (5.4).

Preparaty (zawarto$¢ karbadoksu > 2 %)

Odwazy¢, z doktadnoscig do 0,001 g, 0,2 g niezmielonej probki i prze-
nie$¢ do kolby stozkowej o pojemnosci 250 ml. Doda¢ 45,0 ml wody,
zmiesza¢ i rownowazy¢ przez 5 minut. Doda¢ 105,0 ml mieszaniny
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5.3.

5.3.1.

53.2.

5.4.

5.4.1.

5.4.2.

5.4.3.

metanolu z acetonitrylem (3.5), zamkna¢ korkiem i homogenizowac.
Podda¢ probke dziataniu ultradzwigkow przez 15 minut (4.7), a nastepnie
wstrzasa¢ z zastosowaniem wstrzasarki lub mieszadta magnetycznego
(4.1) przez 15 minut. Przefiltrowal roztwor przez bibule filtracyjng
z wioknem szklanym (4.2).

Rozcienczy¢ podzielng czgs¢ filtratu mieszaning wody 1 mieszaning
metanolu z acetonitrylem (3.12), aby uzyska¢ ostateczne st¢zenie karba-
doksu od 10 do 15 pg/ml (w przypadku preparatow 10 %, wspotczynnik
rozcienczania wynosi 10). Podzielng cz¢$¢ przefiltrowac 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 usunaé pierwsze 2 ml eluentu. Nastgpnie zebra¢ kolejne 5 ml
i przefiltrowa¢ podzielng czes¢ przez filtr 0,45 pm (4.6).

Przystapi¢ do oznaczania HPLC (5.4).

Oznaczanie HPLC

Parametry

Ponizsze parametry podano jako przyktadowe; inne parametry moga by¢
zastosowane, o ile gwarantujg otrzymanie rownowaznych wynikow:

Kolumna do chromato-

grafii

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¢ przeptywu: 1,5-2 ml/min

Dlugos¢ fali przy detekcji: 365 nm

Dozowana objetosc: 20 pl

Sprawdzi¢ stabilno$¢ systemu chromatograficznego, dozujac kilka razy
roztwor kalibracyjny (3.11.2) zawierajacy 5,0 pg/ml, az do uzyskania
statych wysokos$ci (powierzchni) piku i czaséw retencji.

Krzywa kalibracyjna

Zadozowa¢ kilka razy kazdy z roztwordw kalibracyjnych (3.11.2) i okre-
$lic wysokosci (powierzchnie) piku dla kazdego stezenia. Wykresli¢
krzywa kalibracyjna, odkladajac $rednie wysokosci (powierzchnie)
pikow kalibracyjnych roztworow na osi rzednych oraz odpowiadajace
im st¢zenia w pg/ml na osi odcigtych.

Roztwoér probki

Zadozowa¢ kilka razy ekstrakt probki otrzymany dla pasz (5.3.2), dla
premiksow (5.2.2) oraz dla preparatow (5.2.3), i okresli¢ $rednig wyso-
kos¢ (powierzchnig) piku dla pikéw karbadoksu.
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6.1.

6.2.

7.1.1.

Obliczanie wynikow

Na podstawie $redniej wysokosci (powierzchni) pikow karbadoksu
roztworu probki, okresli¢ stgzenie karbadoksu w roztworze probki
w pg/ml, odnoszac si¢ do krzywej kalibracyjnej (5.4.2).

Pasze

Zawartos$¢ karbadoksu w probce, wyrazona w mg/kg, oblicza si¢ wedlug
nastgpujacego wzoru:

A\
w = ex Vi [mg/kg]
m

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, wyrazong w mg/kg, oblicza si¢ wedlug
nastepujacego wzoru:

Vy x f
=S 20 Img/kg]

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 premiksow lub
150 ml w przypadku preparatow)

f = wspolczynnik rozcienczenia zgodny z pkt 5.2.2 (premiksy) lub
z pkt 5.2.3 (preparaty)

m = masa nawazki w g

Sprawdzenie metody
Sprawdzenie tozsamosci

Tozsamos$¢ analitu moze by¢ potwierdzona przez kochromatografie lub
zastosowanie detektora diodowego, przy uzyciu ktérego porownuje si¢
widma ekstraktu probki i roztworu kalibracyjnego (3.11.2) zawieraja-
cego 10,0 pg/ml karbadoksu.

Kochromatografia

Ekstraky probki fortyfikuje si¢ przez dodanie odpowiedniej ilosci
roztworu kalibracyjnego (3.11.2). Ilo$¢ dodanego karbadoksu musi
odpowiadac¢ ilo$ci karbadoksu w ekstrakcie probki.

Po uwzglednieniu zarowno dodanej ilosci, jak i stopnia rozcienczenia
ekstraktu, zwigkszy¢ si¢ moze tylko wysokos¢ piku karbadoksu. Szero-
kos¢ piku w potowie jego wysokosci musi mieéci¢ si¢ w granicach ok.
10 % pierwotnej szerokosci.

Detekcja diodowa

Wyniki ocenia si¢ wedlug nastgpujacych kryteriow:

a) dhugos¢ fali odpowiadajgca maksymalnej absorpcji probki i widm
wzorcowych zapisana w punkcie wierzchotka piku zarejestrowanego
na chromatogramie musi by¢ taka sama, po uwzglgdnieniu marginesu
okreslonego zdolnos$cia rozdzielcza systemu detekcji. W przypadku
detekcji diodowej zdolno$¢ rozdzielcza miesci si¢ zazwyczaj w grani-
cach £2 nm;
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b) w zakresie pomiedzy 225 a 400 nm probka i widma wzorcowe zapi-
sane w punkcie wierzchotka piku na chromatogramie nie moga si¢
rozni¢ dla tych czesci widma w zakresie od 10 do 100 % wzglednej
absorbancji. Kryterium uwaza si¢ za spetnione, jezeli wystgpuja te
same maksymalne warto$ci i w ramach zadnego z obserwowanych
punktéw rozbiezno$¢ migdzy dwoma widmami nie jest wyzsza niz
15 % absorbancji wzorcowego analitu;

c) w zakresie od 225 do 400 nm widma warto$ci rosnacych, szczyto-
wych i malejagcych ekstraktu probki nie moga r6zni¢ si¢ od siebie dla
tych czesci widma w zakresie od 10 do 100 % absorbancji wzgledne;.
Kryterium uwaza si¢ za spetnione, jezeli wystgpuja te same maksy-
malne warto$ci i w ramach zadnego z obserwowanych punktow
rozbiezno$¢ miedzy widmami nie jest wyzsza niz 15 % widma
wartosci szczytowe;.

Jezeli jedno z tych kryteriow nie jest spelnione, obecnos$¢ analitu nie jest
potwierdzona.

Powtarzalnosé

Dla zawartosci karbadoksu réwnej lub wyzszej niz 10 mg/kg rdznica
pomigdzy wynikami dwoch réownolegtych oznaczen wykonanych dla
tej samej probki nie moze przekracza¢ 15 % najwyzszego wyniku.

Odzysk

W przypadku fortyfikacji (Slepej) proby paszy odzysk musi wynosi¢ co
najmniej 90 %.

Wyniki badan miedzylaboratoryjnych

W ramach wspotpracy 8 laboratoriow przeprowadzono analiz¢ 6 probek
pasz, 4 premikséw i 3 preparatow. Analiz¢ kazdej probki przeprowa-
dzono dwukrotnie. (Bardziej szczegdotowe 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 badan poréwnawczych dla pasz
Probka 1 | Probka 2 | Probka 3 | Probka 4 | Probka 5 | Probka 6
L 8 8 8 8 8 8
n 15 14 15 15 15 15
Srednia (mg/kg) 50,0 47,6 48,2 49,7 46,9 49,7
S, (mg/kg) 2,90 2,69 1,38 1,55 1,52 2,12
CV; (%) 5,8 5,6 2,9 3,1 32 4,3
Sg (mg/kg) 3,92 4,13 2,23 2,58 2,26 2,44
CVr (%) 7,8 8,7 4,6 5,2 4,8 4,9
Zawarto$¢ nominalna (mg/ 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0 50,0
kg)
Tabela 2
Wyniki badan poréwnawczych dla premikséw i preparatow
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 (mg/kg) 8,89 9,29 9,21 8,76 94,6 98,1 104
S; (g/kg) 0,37 0,28 0,28 0,44 4,1 5,1 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
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Premiksy Preparaty

A B C D A B C
CVk (%) 4,2 3,0 4,3 6,3 5,7 6,5 7,4
Zawarto$¢  nomi- 10,0 10,0 10,0 10,0 100 100 100
nalna (g/kg)
L = liczba laboratoriow
n = liczba pojedynczych warto$ci
S, = odchylenie standardowe powtarzalnosci

CV, = wspolczynnik zmienno$ci powtarzalno$ci

Sr = odchylenie standardowe odtwarzalnos$ci

CVy = wspodtczynnik 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
Artykutl 1, drugi akapit
Artykut 2

Artykut 3

Zalacznik, czgs¢ 1
Zatacznik, czes¢ 2
Zatacznik, czes¢ 3
Zakacznik, czgsc 4
Zatacznik, czes¢ 5
Zatacznik, czes$¢ 6
Zatacznik, czg$¢ 7
Zalacznik, cze$¢ 9
Zatacznik, czes¢ 10
Zatacznik, czesé 11
Zalacznik, czes¢ 12
Zatacznik, czes¢ 14
Zatacznik, czes¢ 16

Artykut 3
Artykut 2

Zatacznik 11
Zatacznik 111, czgs¢ O
Zatacznik 111, cze§¢ M
Zatacznik 111, czgs¢ N
Zatacznik 111, czgs¢ Q
Zatacznik 111, czes¢ K
Zatacznik 111, czes¢ J
Zatacznik 111, czg$¢ D

Dyrektywa 71/393/EWG

Dyrektywa 71/393/EWG

Niniejsze rozporzadzenie

Artykut 1

Artykut 2

Artykut 3
Zatacznik, czesé 1
Zatacznik, czesé 11
Zatacznik, czgs¢ 111
Zatacznik, czes¢ IV

Artykut 3

Zatacznik 111, czgs¢ A
Zatacznik 111, czes¢ E
Zatacznik III, czg§¢ P
Zatacznik 111, czes¢ H

Dyrektywa 72/199/EWG

Dyrektywa 72/199/EWG

Niniejsze rozporzadzenie

Artykut 1

Artykut 2

Artykut 3

Artykut 4
Zatacznik 1, czgs¢ 1
Zatacznik 1, czgsc 2
Zatacznik 1, czg$¢ 3
Zatacznik 1, czgsc 4
Zatacznik 1, czgs¢ 5
Zatacznik 11

Artykul 3

Zatacznik 111, cze$é L
Zatacznik 111, czes¢ C
Zatacznik V, czes¢ A

Dyrektywa 73/46/EWG

Dyrektywa 73/46/EWG

Niniejsze rozporzadzenie

Artykut 1
Artykut 3
Artykut 4
Zatacznik 1, czgs¢ 1
Zatacznik 1, czgs¢ 2
Zatacznik 1, czgs¢ 3

Artykut 3

Zatacznik 111, czes¢ B

Zatacznik 111, czgs¢ 1
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11.

Dyrektywa 76/371/EWG

Dyrektywa 76/371/EWG

Niniejsze rozporzadzenie

Artykut 1
Artykut 2
Artykut 3
Zatacznik

Artykut 1

Zatacznik 1

Dyrektywa 76/372/EWG

Dyrektywa 76/372/EWG

Niniejsze rozporzadzenie

Artykut 1
Artykut 2
Artykut 3
Zatacznik

Dyrektywa 78/633/EWG

Dyrektywa 78/633/EWG

Niniejsze rozporzadzenie

Artykut 1
Artykut 2
Artykut 3
Zatacznik, czg§é 1
Zalacznik, cze$¢ 2
Zatacznik, czes¢ 3

Artykut 3

Zatacznik 1V, czes¢ C

Dyrektywa 81/715/EWG

Dyrektywa 81/715/EWG

Niniejsze rozporzadzenie

Artykut 1
Artykut 2
Artykut 3
Zatacznik

Dyrektywa 84/425/EWG

Dyrektywa 84/425/EWG

Niniejsze rozporzadzenie

Artykul 1
Artykut 2
Artykutl 3
Zatacznik

Dyrektywa 86/174/EWG

Dyrektywa 86/174/EWG

Niniejsze rozporzadzenie

Artykut 1
Artykut 2
Artykut 3
Zatacznik

Artykut 4

Zatacznik VII

Dyrektywa 93/70/EWG

Dyrektywa 93/70/EWG

Niniejsze rozporzadzenie

Artykut 1
Artykut 2
Artykut 3
Zatacznik

Artykut 3

Zalacznik 1V, czg$¢ D
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12.

13.

15.

16.

Dyrektywa 93/117/WE

Dyrektywa 93/117/WE

Niniejsze rozporzadzenie

Artykul 1
Artykut 2
Artykut 3
Zatacznik, czg$¢ 1

Zatacznik, czes¢ 2

Artykuty 31 5
Zalacznik 1V, czgs¢ E
Zatacznik VIIIL, czes¢ A

Dyrektywa 98/64/WE

Dyrektywa 98/64/WE

Niniejsze rozporzadzenie

Artykutl 1
Artykut 2
Artykut 3
Artykul 4
Zatacznik, czes¢ A
Zatacznik, czes¢ C

Artykuty 31 5
Zatacznik 111, czgs¢ F
Zatacznik VIII, czes¢ B

Dyrektywa 1999/27/WE

Dyrektywa 1999/27/WE

Niniejsze rozporzadzenie

Artykut 1
Artykut 2
Artykut 3
Artykut 4
Artykut 5
Artykul 6
Artykut 7
Zatacznik, czes¢ A
Zatacznik, czgé¢ B
Zatacznik, czes¢ C

Artykuly 31 5

Zatacznik VIII, czes¢ C
Zalacznik 1V, czgé¢ F
Zatacznik VIII, czes¢ D

Dyrektywa 1999/76/WE

Dyrektywa 1999/76/WE

Niniejsze rozporzadzenie

Artykut 1
Artykut 2
Artykut 3
Artykul 4
Zatacznik

Artykut 3

Zatacznik 1V, czgs¢ G

Dyrektywa 2000/45/WE

Dyrektywa 2000/45/WE

Niniejsze rozporzadzenie

Artykut 1
Artykut 2
Artykutl 3
Artykut 4
Zatacznik, czes¢ A
Zatacznik, czgé¢ B
Zatacznik, czes¢ C

Artykut 3

Zakacznik 1V, cze$¢ A
Zalacznik 1V, czgé¢ B
Zatacznik 111, czgs¢ G




02009R0152 — PL — 16.11.2020 — 007.001 — 170

17. Dyrektywa 2002/70/WE

Dyrektywa 2002/70/WE

Niniejsze rozporzadzenie

Artykut 1
Artykut 2
Artykut 3
Artykut 4
Artykul 5
Zatacznik 1

Zatacznik 1T

Artykut 1
Artykuly 21 3

Zatacznik 1 i zatacznik V,
czgs¢ B ()
Zatacznik 11 i zatacznik V, czesé
B (II)

Dyrektywa 2003/126/WE

Dyrektywa 2003/126/WE

Niniejsze rozporzadzenie

Artykut 1
Artykut 2
Artykut 3
Artykut 4
Artykut 5
Artykut 6
Zatacznik

Artykut 3

Zatacznik VI
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