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ROZPORZADZENIE MINISTRA ROLNICTWA I ROZWOJU WSl
z dnia 2 grudnia 2004 r.

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

Na podstawie art. 44 ust. 10 pkt 2 ustawy z dnia mowych i dodatkéw paszowych w materiatach paszo-
23 sierpnia 2001 r. o $rodkach zywienia zwierzat wych, premiksach, mieszankach paszowych i paszach
(Dz. U. Nr 123, poz. 1350, z 2003 r. Nr 122, poz. 1144 leczniczych, stanowiacs zatacznik do rozporzadzenia.

i Nr 208: poz. 2020 oraz z 2004 r. Nr 91, poz. 877) za- § 2. Rozporzadzenie wchodzi w zycie po uptywie
rzadza sig, co nastepuje: 7 dni od dnia ogtoszenia.¥

8§ 1. Ustala sie metodyke postepowania analityczne-
go w zakresie okreslania zawartosci 'sktadnikéw pokar- Minister Rolnictwa i Rozwoju Wsi: W. Olejniczak

1 Minister Rolnictwa i Rozwoju Wsi kieruje dziatem administracji rzadowej — rolnictwo, na podstawie § 1 ust. 2 pkt 1 roz-
porzadzenia Prezesa Rady Ministrow z dnia 11 czerwca 2004 r. w sprawie szczegétowego zakresu dziatania Ministra Rol-
nictwa i Rozwoju Wsi (Dz. U. Nr 134, poz. 1433).

2 Przepisy niniejszego rozporzadzenia wdrazajg postanowienia:

1) dyrektywy Komisji 71/250/EWG z dnia 15 czerwca 1971 r. ustanawiajgcej wspolnotowe metody analizy do celdéw urze-
dowej kontroli pasz (Dz. Urz. WE L 155 z 12.07.1971, z pdzn. zm.);

2) dyrektywy Komisji 71/393/EWG z dnia 18 listopada 1971 r. ustanawiajgcej wspdéinotowe metody analizy do celow urze-
dowej kontroli pasz (Dz. Urz. WE L 279 z 20.12.1971, z péZn. zm.);

3) dyrektywy Komisji 72/199/EWG z dnia 27 kwietnia 1972 r. ustanawiajacej wspolnotowe metody analizy do celow urze-
dowej kontroli pasz (Dz. Urz. WE L 223 z 29.05.1972, z p6zn. zm.);

4) dyrektywy Komisji 73/46/EWG z dnia 5 grudnia 1972 r. ustanawiajgcej wspolnotowe metody analizy do celow urzedo-
wej kontroli pasz (Dz. Urz. WE L 083 z 30.03.1973, z p6zn. zm.);

5) dyrektywy Komisji 76/372/EWG z dnia 1 marca 1976 r. ustanawiajacej wspdlnotowe metody analizy do celéw urzedo-
wej kontroli pasz (Dz. Urz. WE L 102 z 15.04.1976, z pdin. zm.);

6) dyrektywy Komisji 78/633/EWG z dnia 15 czerwca 1978 r. ustanawiajgcej wspdlnotowe metody analizy do celow urze-
dowej kontroli pasz {Dz. Urz. WE L 232 z 24.08.1978, z pdin. zm.);
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Zatacznik do rozporzadzenia Ministra Rolnictwa
i Rozwoju Wsi z dnia 2 grudnia 2004 r. (poz. 2688)

METODYKA POSTEPOWANIA ANALITYCZNEGO W ZAKRESIE OKRESLANIA ZAWARTOSC! SKEADNIKOW
POKARMOWYCH | DODATKOW PASZOWYCH W MATERIALACH PASZOWYCH, PREMIKSACH,
MIESZANKACH PASZOWYCH | PASZACH LECZNICZYCH
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7) dyrektywy Komisji 81/715/EWG z dnia 31 lipca 1981 r. ustanawiajacej wspéinotowe metody analizy do celéw urzedo-

3

wej kontroli pasz {Dz. Urz. WE L 257 z 10.09.1981);

8) dyrektywy Komisji 84/425/EWG z dnia 25 lipca 1984 r. ustanawiajgcej wspolnotowe metody analizy do celow urzedo-
wej kontroli pasz (Dz. Urz. WE L 238 z 6.09.1984);

9) dyrektywy Komisji 93/70/EWG z dnia 28 lipca 1993 r. ustanawiajacej wspdinotowe metody analizy do celéw urzedo-
wej kontroli pasz (Dz. Urz. WE L. 234 z 17.09.1993);

10) dyrektywy Komisji 93/117/WE z dnia 17 grudnia 1993 r. ustanawiajacej wspolinotowe metody analizy do celow urze-
dowej kontroli pasz (Dz. Urz. WE L 329 z 30.12.1993);

11) dyrektywy Komisji 98/64/WE z dnia 3 wrzesnia 1998 r. ustanawiajacej wspdlnotowe metody analiz do oznaczenia ami-
nokwasow, surowych olejow i ttuszczéw oraz olaquindoksu w paszach i zmieniajacej dyrektywe 71/393/EWG (Dz. Urz.
WE L 275 z 10.10.1998);

12) dyrektywy Komisji 1999/27/WE z dnia 20 kwietnia 1999 r. ustanawiajgcej wspolnotowe metody analiz dotyczacych
oznaczania amprolium, diklazurilu i karbadoksu w paszach oraz zmieniajacej dyrektywy 71/2560/EWG, 73/46/EWG
i uchylajacej dyrektywe 74/203/EWG (Dz. Urz. WE L 118 z 6.05.1999);

13) dyrektywy Komisji 1999/76/WE z dnia 23 lipca 1999 r. ustanawiajacej wspoinotowa metode analizy w celu oznacza-
nia lasalocidu-soli sodowej w paszach (Dz. Urz, WE L 207 z 6.08.1999);

14) dyrektywy Komisji 2000/45/WE z dnia 6 lipca 2000 r. ustanawiajgcej wspolnotowe metody analizy do celdw oznacza-
nia witaminy A, witaminy E i tryptofanu w paszach (Dz. Urz. WE L 174 z 13.07.2000);

15} dyrektywy Komisji 2002/70/WE z dnia 26 lipca 2002 r. ustanawiajacej wymagania dotyczace oznaczania poziomow
dioksyn i dioksynopodobnych PCB w paszach (Dz. Urz. WE L 209 z 6.08.2002);

18) dyrektywy Komisji 2003/126/WE z dnia 23 grudnia 2003 r. w sprawie analitycznej metody okreglania sktadnikéw po-
chodzenia zwierzecego do celow urzedowej kontroli pasz (Dz. Urz. WE L 339 z 24.12.2003).

Dane dotyczace ogtoszenia dyrektyw dotyczg ich ogtoszenia w Polskim wydaniu specjalnym Dziennika Urzedowego Unii

Europejskiej.

Niniejsze rozporzadzenie byto poprzedzone rozporzadzeniem Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi z dnia 23 stycznia 2003 r.

w sprawie metodyki postgpowania analitycznego w zakresie okreélania zawartosci sktadnikéw pokarmowych i dodatkow

paszowych w materiatach paszowych, premiksach i mieszankach paszowych (Dz. U. Nr 66, poz. 614).
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ROZDZIAL 1

POSTANOWIENIA OGOLNE DOTYCZACE METODYKI POSTEPOWANIA ANALITYCZNEGO

W ZAKRESIE OKRESLANIA ZAWARTO$CI SKEADNIKOW POKARMOWYCH 1 DODATKOW

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

1.1. PRZYGOTOWANIE PROBEK DO BADAN

1. CEL 1 ZAKRES
W rozdziale opisano tryb postepowania dotyczacy przygotowania probki do badari ze Sredniej probki laboratoryjnej,
przesylanej do laboratorium upowaznionego do prowadzenia badan w ramach kontroli urzgdowej.

Prébke do badan przygotowuje sig, tak aby odwazone ilodci, zgodnie z metodyka postgpowania analitycznego, byly
jednorodne i reprezentatywne w odniesieniu do §redniej prébki laboratoryjnej.

2. ZALECANE SRODKI OSTROZNOSCI

Wszystkie konieczne czynno$ci powinny by¢ wykonywane w taki sposob, aby zapobiec zanieczyszczeniu i zmianie skladu
prébki do badah. Rozdrabnianie, mieszanie, przesiewanie powinno by¢ wykonywane mozliwie szybko, przy ograniczonym
dostepie powietrza i $wiatla do prébki do badan. Mlynki i rozdrabniacze powodujace nagrzewanie prébki podczas pracy nie
powinny by¢ stosowane. W przypadku $rodkéw zywienia zwierzat szczegdlnie wrazliwych na cieplo nalezy zalecaé r¢czne
rozdrabnianie. Nalezy ponadto zwrécié uwage, czy zastosowany sprzet nie stanowi Zrodta zanieczyszczenia §rodka zywienia
zwierzat mikroelementami.

W przypadku gdy przygotowanie prébki do badafd nie moze byé przeprowadzone bez znacznych zmian zawarto$ci
wilgotnosci éredniej prébki laboratoryjnej, nalezy oznaczy¢ zawarto$¢ jej wilgotnosei przed i po przygotowaniu prébki do
badaf, zgodnie z metoda dotyczaca oznaczania wilgotnoéci.

3. SPOSOB POSTEPOWANIA

Srednia prébka laboratoryjna jest doktadnie mieszana mechanicznie albo recznie, a nastgpnie dzielona, na dwie réwne czgéci
(tam gdzie to jest wymagane, stosuje si¢ metodg dzielenia na ¢wiartki). Jedna z uzyskanych czg¢éci $redniej probki
laboratoryjnej umiesci¢ w odpowiednim, czystym i suchym pojemniku, wyposazonym w hermetyczny korek, a pozostala lub
reprezentatywna cze$¢ §redniej probki laboratoryjnej o masie co najmniej 100 g przygotowaé w sposdb opisany ponizej.

3.1. Pasze, ktore mogg by¢ zmielone
W przypadku gdy w metodyce postgpowania analitycznego nie ustalono inaczej, po zmieleniu, jezeli to konieczne, cala
probke przesiaé przez 1 mm oczko sita (zgodnie z zaleceniem ISO R565). Nalezy unika¢ nadmiernego rozdrobnienia.

Przesiana prébke zamieszaé i umiesci¢ w odpowiednim, czystym i suchym pojemniku wyposazonym w hermetyczny korek.
Bezpoérednio przed odwazeniem prébki do analizy, zamieszaé powtdmie.

3.2. Pasze, ktére moga by¢ zmielone po wysuszeniu

W przypadku gdy w metodyce postgpowania analitycznego nie ustalono inaczej, wysuszy¢ prébke w celu obniZenia
poziomu wilgotnosci od 8 do 12%, zgodnie ze wstepng procedurg suszenia opisana w ramach metody oznaczania
wilgotno$ci. Dalej postegpowaé zgodnie z (3.1).

3.3. Pasze ptynne lub péiptynne
Prébke umiesci¢ w odpowiednim, czystym i suchym pojemniku wyposazonym w hermetyczny korek. Bezposrednio przed
odwazeniem probki do analizy, dokladnie zamieszad.

3.4. Inne pasze

Probki, ktore nie moga by¢ przygotowane w jeden z wyzej opisanych sposobdw, powinny by¢ przygotowane w inny sposéb,
ktéry zapewni, Ze odwazone ilosci wymagane do metodyki postgpowania analitycznego sa jednorodne i reprezentatywne dla
$redniej probki laboratoryjne;j.

4. PRZECHOWYWANIE PROBEK DO BADAN
Prébki przechowuje si¢ w temperaturze, ktéra nie spowoduje zmiany ich sktadu. Prébki przeznaczone do badania witamin
lub substancji, ktére sa szczegblnie wrazliwe na §wiatlo, przechowuje si¢ w brazowych, szklanych pojemnikach.

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

1.2.1. Jezeli nie zaznaczono inaczej w metodyce postgpowania analitycznego, wszystkie stosowane odczynniki powinny
posiadaé stopien czystosci do analizy. W przypadku oznaczania mikroelementéw, czysto$é odezynnikéw sprawdza sig przez
wykonywanie $lepej préby. Zaleznie od uzyskanych wynikéw, dalsze oczyszczanie odczynnikéw moze byé konieczne.

1.2.2, Czynnoéci wymagajace przygotowania roztworéw, rozciericzanie, sptukiwanie lub przemywanie wykazywane w
metodyce postgpowania analitycznego bez podawania nazwy stosowanego rozpuszczalnika, odnosza si¢ do wody. Jako
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podstawowa nalezy przyja¢ zasade, ze stosowana woda powinna by¢ destylowana lub dejonizowana. W szezegdlnych
przypadkach, wymienianych w metodach oznaczania, moga by¢ zalecane specjalne sposoby oczyszczania wody.

1.2.3. W laboratorium nalezy stosowa¢ urzadzenia lub aparaty, ktorych stosowanie jest zalecane w metodyce postgpowania
analitycznego. Urzadzenia te powinny by¢ czyste zwlaszcza wtedy, gdy sg oznaczane bardzo male ilo$ci substancji.

1.3. STOSOWANIE METODYKI POSTEPOWANIA ANALITYCZNEGO 1 WYRAZANIE WYNIKOW

1.3.1. Generalnie jedna metoda oznaczania jest zalecana do analizy zawarto$ci kazdej substancji w $rodku zZywienia zwierzat.
Gdy moze byé zastosowanych kilka metod oznaczania tej samej substancji, metoda, przy uzyciu ktérej wykonywano
oznaczenie, powinna by¢ wymieniona w sprawozdaniu z badan.

1.3.2. Wynik podany w sprawozdaniu z bada powinien stanowié¢ s$rednig wartosé, z co najmniej dwéch oznaczen,
wykonanych z tej samej probki do badar.

1.3.3. Wynik powinien by¢ wyrazony w sposéb podany w metodyce postgpowania analitycznego, zawiera¢ odpowiednia
liczbg cyfr znaczacych i — jezeli to konieczne — powinien byé odniesiony do $redniej probki laboratoryjnej przed
przygotowaniem.

ROZDZIAL 2

BADANIE PODSTAWOWYCH SKEADNIKOW POKARMOWYCH

2.1. OZNACZANIE BIALKA SUROWEGO METODA KJELDAHLA

1. CEL I ZAKRES

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

2. ZASADA METODY

Prébka jest mineralizowana kwasem siarkowym w obecnoéci katalizatora. Kwaény roztwor jest alkalizowany za pomoca
wodorotlenku sodu. Amoniak oddestylowany z zasadowego roztworu jest zbierany w znanej ilosci roztworu kwasu
siarkowego, ktérego nadmiar jest z kolei miareczkowany roztworem wodorotlenku sodu.

3. ODCZYNNIKI I ROZTWORY

3.1. Siarczan potasu.

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

3.3. Granulowany cynk.

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

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

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

3.7. Czerwieni metylowa, wskaZnik:

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

3.8. Wodorotlenek sodu (moze by¢ o czystosci technicznej), roztwér o stgzeniu v =40 g /100ml (m/V : 40%).

3.9. Wodorotlenek sodu, roztwér o stezeniu ¢ = 0,25 mol/L.

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

3.11. Granulowany pumeks, przemyty kwasem chlorowodorowym i wyprazony.

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

3.13. Sacharoza (niezawierajaca azotu).

4. APARATURA I SPRZET

Aparatura i sprzgt odpowiedni do przeprowadzenia mineralizacji, destylacji i miareczkowania wedtug metody Kjeldahla.

5. SPOSOB POSTEPOWANIA

5.1. Mineralizacja

Odwazy¢, z doktadnoécia do 0,001 g, 1g probki i przenie$é¢ do kolby aparatu do mineralizacji. Doda¢ 15 g siarczanu potasu
(3.1), odpowiednig ilo$¢ katalizatora (3.2) (0,3 do 0,4 g tlenku miedzi(Il) lub 0,9 do 1,2 g pentahydratu siarczanu miedzi(1l)),
25 ml kwasu siarkowego (3.4), kilka granul pumeksu (3.11) i zamieszaé. Poczatkowo ogrzewal kolbg¢ ostroznie, w razie
konieczno$ci mieszajac od czasu do czasu, az do zweglenia substancji organicznej i zaniku piany; nastgpnie zwigkszy¢
intensywno$¢ ogrzewania az do trwalego wrzenia roztworu. Ogrzewanie jest wlasciwe, jezeli wrzacy kwas kondensuje na
$ciankach kolby. Nalezy zapobiegaé miejscowemu przegrzewaniu si¢ materiatu i przylepianiu organicznych czastek do tych
miejsc. Od chwili, gdy roztwor stanie si¢ klarowny i przyjmie jasnozielong barwe, nalezy kontynuowaé ogrzewanie przez 2
godziny, a nastgpnie pozostawi¢ celem schlodzenia.

5.2. Destylacja

Ostroznie doda¢ do kolby ilo§¢ wody wystarczajacg do catkowitego rozpuszczenia siarczanéw. Pozostawié do schlodzenia, a
nastepnie doda¢ kilka granulek cynku (3.3).

Umiedci¢ w odbieralniku aparatu destylacyjnego doktadnie odmierzone 25 ml kwasu siarkowego (3.5) lub (3.6), zaleznie od
przewidywanej zawarto$ci azotu. Doda¢ kilka kropli wskaZnika czerwieni metylowej (3.7).

Podlaczyé kolb¢ mineralizacyjna do chlodnicy aparatu do destylacji i zanurzy¢ koniec chlodnicy w cieczy znajdujace] sig¢ w
kolbie odbieralnika na glgboko$¢ co najmniej | ecm (w przypadku analizy produktéw o niskiej zawartoéci azotu nalezy
zmniejszy¢ objetos¢ kwasu siarkowego (3.6) dodawanego do kolby odbieralnika do 10 fub 15 ml i uzupetni¢ wodg do
objetosci 25 ml). Ostroznie wla¢ 100 ml roztworu wodorotlenku sodu (3.8) do kolby mineralizacyjnej, nie dopuszczajac do
strat amoniaku. (Do oznaczania mozna stosowaé prosty sprzet laboratoryjny, urzadzenia pdétautomatyczne lub catkowicie
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zautomatyzowane. Jezeli zastosowane urzadzenie wymaga przeniesienia roztworu po mineralizacji do kolby destylacyjne;j,
czynno$¢ ta powinna by¢ wykonana bez jakichkolwiek strat. Jezeli kolba aparatu destylacyjnego nie jest wyposazona we
wkraplacz, dodaé wodorotlenek sodu i natychmiast podlaczy¢ kolbe do chlodnicy, pozwalajac, aby ciecz spltywata powoli po
éciankach). Ogrzewaé kolbe az do catkowitego oddestylowania amoniaku.

5.3. Miareczkowanie

Odmiareczkowa¢ nadmiar kwasu siarkowego w kolbie odbieralnika roztworem wodorotlenku sodu (3.9) lub (3.10), w
zaleznosci od stezenia zastosowanego kwasu siarkowego, do uzyskania punkm konicowego.

5.4, Slepa préba

Celem potwierdzenia, ze zastosowane odczynniki nie zawieraja azotu, nalezy przeprowadzi¢ $lepa probg (mineralizacja,
destylacja i miareczkowanie), stosujac | g sacharozy (3.13) zamiast prébki.

6. OBLICZANIE WYNIKOW

Zawarto$¢ biatka surowego w procentach wagowych obliczyé wedlug nastgpujgcego wzoru:

(V,—-V)xcx0,014x100x 6,25

m
gdzie:
V, — objeto§é (ml) NaOH (3.9) lub (3.10) zuzytego do miareczkowania $lepej proby,
V, - objgto$é (ml) NaOH (3.9) lub (3.10) zuzytego do miareczkowania prébki,
¢ - stezenie (mol/1) roztworu wodorotlenku sodu (3.9) Iub (3.10),
m — masa (g) probki.
7. SPRAWDZENIE METODY
7.1. Powtarzalno$é
Réznica pomigdzy wynikami dwéch réwnolegltych oznaczen wykonanych dla tej samej prébki nie powinna przekraczaé:
- 0,2% wartoéci bezwzglednej, dla zawarto$ci biatka surowego ponizej 20%,
- 1,0% najwyzszego wyniku, dla zawartosci biatka surowego od 20% do 40%,
— 0,4% warto$ci bezwzglednej, dla zawartosci biatka surowego powyzej 40%.
7.2. Doktadno$é
Przeprowadzi¢ analiz¢ (mineralizacja, destylacja i miareczkowanie) od 1,5 do 2,0 g acetanilidu (3.12) w obecnosci 1 g
sacharozy (3.13); 1 g acetanilidu odpowiada 14,80 m! kwasu siarkowego (3.5). Stopieri odzysku powinien wynosié¢ co
najmniej 99%.
8. OBJASNIENIA
8.1. Do oznaczania mozna stosowaé prosty sprzgt laboratoryjny, urzadzenia pélautomatyczne Iub calkowicie
zautomatyzowane. Jezeli zastosowane urzadzenie wymaga przeniesienia roztworu po mineralizacji do kolby destylacyjnej,
czynno$¢ ta powinna byé wykonana bez jakichkolwick strat. Jezeli kolba aparatu destylacyjnego nie jest wyposazona we
wkraplacz, doda¢ wodorotlenek sodu i natychmiast podiaczy¢ kolbg do chlodnicy, pozwalajac, aby ciecz splywala powoli po
$ciankach.
8.2. Jezeli roztwér po mineralizacji przechodzi w postaé stala, nalezy przeprowadzi¢ oznaczanie, stosujac wicksze ilosci
kwasu siarkowego (3.4), niz podano wyzej.
8.3. W przypadku analizy produktéw o niskiej zawarto$ci azotu nalezy zmniejszy¢ objeto$é kwasu siarkowego (3.6)
dodawanego do kolby odbieralnika do 10 [ub {5 ml i uzupetni¢ woda do objetosci 25 ml.

2.2, OZNACZANIE SUROWYCH BIALEK ROZPUSZCZONYCH PEPSYNA I KWASEM
CHLOROWODOROWYM

1. CEL I ZAKRES

Metoda stuzy do oznaczania frakcji surowych biatek rozpuszczonych, w okre$lonych warunkach, pepsyng i kwasem
chlorowodorowym. Metodg stosuje si¢ do analizowania wszystkich pasz.

Wartoéci otrzymane ta metoda nie maja bezpoéredniego zwiazku z przyswajalnoscia in vivo.

2.ZASADA METODY

Prébke ogrzewa sig¢ przez 48 godzin w temperaturze 40°C w roztworze chlorowodorku pepsyny. Zawiesing filtruje sie,a
nastgpnie oznacza zawarto$é azotu w filtracie, zgodnie z metodg oznaczania biatka surowego metoda Kjeldahla.

3. ODCZYNNIKI I ROZTWORY

3.1. Kwas chlorowodorowy, d = 1,125.

3.2. Kwas chlorowodorowy 0,075 N.

3.3. Pepsyna o aktywnosci 2,0 jednostek na mg (U/mg), zgodnie z objaénieniem zawartym w Rozdziale 2, 2.2.1. Aktywnosé
pepsyny okresli¢ metoda opisana w Rozdziale 2, 2.2.1.

3.4. Roztwdr 0,2% (m/V) pepsyny w kwasie chlorowodorowym (3.2) o aktywnosci okolo 400 jednostek na litr (U/1).

3.5. Emulsja zapobiegajaca spienieniu (np. silikon).

3.6. Wszystkie odczynniki i roztwory, o ktérych mowa w metodzie oznaczania biatka surowego metodg Kjeldahla.

4. APARATURA I SPRZET

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

4.2, Kolba Kjeldahla.

4.3. Zestaw do destylacji,
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5. SPOSOB POSTEPOWANIA

5.1. Przygotowanie roztworu

Produkty o zawarto$ci oleju lub ttuszczu przekraczajacej 10% nalezy poddaé odttuszezeniu poprzez ekstrakcje za pomoca
eteru ropy naftowe;j.

Odwazyé, z dokladnoscia do 1 mg, 2 g prébki i umiesci¢ w kolbie miarowej o pojemnos$ci 500 ml. Dodaé 450 m! roztworu
pepsyny (3.4) uprzednio podgrzanego do 40°C i zawarto$¢ wstrzasnac, aby uniknaé zbrylenia. Sprawdzié, czy pH zawiesiny
jest mniejsze niz 1,7. Kolbe umieécié w 1aZni wodnej lub w inkubatorze (4.1) i pozostawié¢ na 48 godzin. Wstrzasnaé po
8 godzinach, 24 godzinach i 32 godzinach.

Po uplywie 48 godzin doda¢ 15 ml kwasu chlorowodorowego (3.1) i ostudzi¢ do 20°C. Uzupeti¢ woda do kreski
i przesaczy¢.

5.2. Mineralizacja

Odmierzy¢ 250 ml filtratu i umiescié w kolbie Kjeldahla (4.2). Dodaé niezbgdnych odczynnikéw do mineralizacji podanych
w metodzie Kjeldahla (Rozdziat 2, 2.1, (5.1)). Zamieszaé i doprowadzi¢ do wrzenia. Jezeli pojawi si¢ piana, doda¢d kilka
kropli emulsji zapobiegajacej spienieniu (3.5). Kontynuowal wrzenie az do niemal catkowitego odparowania wody.
OstroZznie usunaé resztki wody, zmniejszajac intensywnos$¢ grzania.

Od momentu, kiedy roztwér stanie si¢ klarowny i bezbarwny lub jasnozielony w przypadku uzycia Kkatalizatora
miedziowego, kontynuowad ogrzewanie jeszcze przez 1 godzing, a nastgpnie pozostawic¢ do ostygniecia.

5.3. Destylacja i miareczkowanie

Postgpowaé wedlug metody Kjeldahla (Rozdziat 2, 2.1, (5.2) i (5.3)).

5.4, Slepa préba

Przeprowadzi¢ $lepg probe wedlug tego samego postgpowania, lecz bez odwazki analityczne;.

6. OBLICZANIE WYNIKOW

Odjaé objetosé¢ kwasu chlorowodorowego uzytego w §lepej probie od objetosci zuzytej przez badana prébke. 1 ml kwasu
chlorowodorowego 0,1 N odpowiada 1,4 mg azotu.

Pomnozy¢ ilo$é uzyskang dla azotu przez wspotczynnik 6,25. Wyniki przedstawié¢ jako zawarto$¢ procentowa probki.

7. SPRAWDZENIE METODY

7.1. Powtarzalno$é

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

— 0,4 warto$ci bezwzglednej, dla zawarto$ci surowych biatek rozpuszczonych pepsyna i kwasem chlorowodorowym do 20%,
- 2,0% wartosci wzglednej, dla zawartoci surowych bialek rozpuszczonych pepsyng i kwasem chlorowodorowym powyzej

20% do 40%,
- 0,8 wartosci bezwzglednej, dla zawarto$ci surowych biatek rozpuszczonych pepsyng i kwasem chlorowodorowym powyzej
40%.
2.2.1. OZNACZANIE AKTYWNOSCI PEPSYNY
1. CEL 1 ZAKRES

Metoda stuzy do oznaczania aktywno$ci pepsyny wykorzystywanej w oznaczaniu frakcji surowych biatek rozpuszczonych, w
okreslonych warunkach, pepsyna i kwasem chlorowodorowym.

2. OBJASNIENIA

Jednostka aktywnoS$ci pepsyny - to taka ilo$¢ tego enzymu, ktora uwalnia w ciggu minuty, w warunkach tej metody, takg
ilo§¢ grup hydroksyarylowych, ktéra po zabarwieniu odczynnikiem Folin-Ciocalteu ma ggsto$¢ optyczng odpowiadajgcy
1 umol tyrozyny potraktowanej w ten sam sposéb.

3. ZASADA METODY

Hemoglobing traktuje si¢ roztworem pepsyny w rozcienczonym kwasie chlorowodorowym. Niezhydrolizowana frakcje
protein straca si¢ kwasem trichlorooctowym, przesacza, a nastgpnie dodaje wodorotlenku sodu i odczynnika Folin-Ciocalteu.
Pomiaru absorbancji roztworu dokonuje si¢ przy dhugosci fali 750 nm. Odpowiadajaca mu ilo$¢ tyrozyny odczytuje si¢ z
krzywej kalibracyjne;.

4. ODCZYNNIKI I ROZTWORY

Stosowaé wylacznie odczynniki o znanej czystoéci analitycznej i destylowana lub dejonizowana wodg lub wode o
réwnowaznej czystosci.

4.1. Kwas chlorowodorowy, c(HC1) = 0,2 N.

4.2. Kwas chlorowodorowy, ¢(HCI) = 0,06 N.

4.3. Kwas chlorowodorowy, ¢(HCI) = 0,025 N.

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

4.5. Roztwdr wodorotlenku sedu, ¢(NaOH)=0,5 N.

4.6. Odczynnik Folin-Ciocalteu:

Umiesci¢ 100g dwuhydratu wolframianu(VI) sodu (Na,WO, - 2H,0), 25g dwuhydratu molibdenianu(V1) sodu (Na,MoO, -

2H,0) i 700 ml wody w kolbie okragtodennej ze szlifem o pojemnosci 2 litréw. Dodaé 50 ml kwasu ortofosforowego(V)
[d(H,PO,) = 1,71] i 100 ml stgzonego kwasu chlorowodorowego [d(HCI) = 1,19]. Kolbe podiaczy¢ do chlodnicy zwrotnej,
doprowadzié roztwér do wrzenia i delikatnie gotowal przez 10 godzin. Pozostawié do ostygnigcia, odtaczyé chlodnicg
zwrotng, dodad 175 g dwuhydratu siarczanu(VI) litu (L1,80, - 2H,0), 50 ml wody, | ml bromu. Aby usunaé nadmiar bromu,
roztwor gotowad przez 15 minut.

Pozostawié do ostygnigcia, nastepnie roztwér zdekantowaé do kolby miarowej o pojemnosci llitra. Uzupetni¢ zawarto$é
kolby woda do kreski, zamieszaé i przesaczy¢. Dopuszczalny jest kazdy kolor roztworu z wyjatkiem zielonkawego.
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Przed uzyciem jedna objgtoéé odczynnika rozcieficzyé dwoma objetosciami wody.
4.7. Roztwoér hemoglobiny.
Odwazyé taka iloéé hemoglobinobiatkowego substratu (okoto 2 g wedlug metody Ansona), ktéra odpowiada 354 mg azotu,
a nastgpnie umiesci¢ w kolbie o pojemno$ci 200 ml z dopasowanym szlifem.
W razie potrzeby oznaczyé zawartosé azotu w substracie, stosujqe pétmikrometode Kjeldahla. Teoretyczna zawarto$¢ azotu
wynosi 17,7%.
Dodaé kilka ml rozcieficzonego kwasu chlorowodorowego (4.2), polaczyé kolbg z pompa prézniows i wstrzasaé zawarto§é
az do zupelnego rozpuszczenia hemoglobiny. Odlaczy¢ pompg i ciagle wstrzasajac, rozcieficza¢ kwasem chlorowodorowym
(4.2) do uzyskania objgtosci 100 ml. Roztwoér przygotowaé bezposrednio przed uzyciem.
4.8. Roztwdr wzorcowy tyrozyny, ¢(CoH,NO;).
W celu uzyskania podstawowego roztworu wzorcowego, w kolbie miarowej o pojemnosci llitra rozpusci¢ 181,2 mg
tyrozyny w rozciericzonym kwasie chlorowodorowym (4.1) 1 uzupetnié zawarto$¢ kwasem do kreski.
Nastepnie pobraé pipeta 20,0 ml podstawowego roztworu wzorcowego do kolby miarowej o pojemnosci 100 ml.
Rozcieficzy¢ zawarto§é kwasem chlorowodorowym (4.1) i uzupelni¢ kwasem do kreski. Stg¢zZenie tyrozyny w roztworze
wzorcowym wynosi 0,2 umol/ml.
5. APARATURA I SPRZET
Stosowaé aparature laboratoryjna, a w szczegdInoéci podang ponizej:
5.1. LaZnia wodna, ustawiona na 25°C + 0,1°C.
5.2. Spektrometr, ustawiony na pomiar przy dtugosci fali 750 nm.
5.3. Chronometr z odczytem co 1sekunda.
5.4. Pehametr z doktadnoscia odczytu 0,1 jednostki pH.
5.5. Szklana bagietka z jednej strony wyciagnigta.
6. SPOSOB POSTEPOWANIA
6.1. Przygotowanie roztworu
Rozpusci¢ 150 mg pepsyny (lub ilo$¢é niezbgdna do otrzymania warto$ci absorbancji 0,35 + 0,035) w 100 ml rozciericzonego
kwasu chlorowodorowego (4.2). Odpipetowa¢ 2 ml roztworu do kolby miarowej o pojemnosci 50 ml i uzupetnié do kreski
rozcieniczonym kwasem chlorowodorowym (4.3). pH roztworu powinno wynosi¢ 1,6 £ 0,1. Kolbe zanurzy¢ w tazni wodnej
(5.1) ustawionej na 25°C.
6.2. Hydroliza
Odpipetowa¢ 5,0 ml roztworu hemoglobiny (4.7) do probdwki, podgrzaé do temperatury 25°C + 0,1°C w taZni wodnej (5.1).
Doda¢ 1 ml roztworu pepsyny otrzymanego wedlug (6.1) i wymieszaé bagietka (5.5) okoto 10 razy w obydwie strony.
Probéwke umiesci¢ w tazni wodnej ustawionej na 25°C £ 0,1°C i trzymaé przez 10 minut + 1 s, liczac od momentu dodania
roztworu pepsyny. Temperaturg¢ nalezy koniecznie utrzymywaé na statym poziomie. Dodaé 10 ml roztworn kwasu
trichlorooctowego (4.4) uprzednio podgrzanego do temperatury 25°C, wymieszad i przesaczy¢ przez suchy saczek.
6.3. Wywolanie barwy i pomiar absorbancji
Odpipetowac 5,0 ml filtratu do kolby stozkowej o pojemnosci 50 ml, doda¢ 10,0 ml roztworu wodorotlenku sodu (4.5)
i wstrzasajac dodaé 3 ml rozcieiczonego odczynnika Felin-Ciocalteu (4.6). Po uplywie od 5 do 10 minut zmierzyé
absorbancj¢ roztworu wzgledem wody przy diugoscei fali 750 nm, uzywajac spektrometru (5.2) i 1 cm kuwet.
6.4. Slepa préba
Dla kazdego oznaczania przeprowadzié¢ $lepg probe w nastgpujacy sposob:
Odpipetowac 5,0 ml roztworu hemoglobiny (4.7) do probéwki. Podgrzaé do temperatury 25°C + 0,1°C w laZni wodnej (5.1),
doda¢ 10,0 ml roztworu kwasu trichlorooctowego (4.4) uprzednio ogrzanego do temperatury 25°C + 0,1°C, wymieszaé
i doda¢ 1,0 ml roztworu pepsyny otrzymanego wedlug (6.1). Wymieszaé szklang bagietka i wstawié probowke do laZni
wodnej (5.1) o temperaturze 25°C £ 0,1°C na 10 minut + 1 s. Wymieszaé i przesaczyé przez suchy saczek. Dalej postgpowaé
jak w (6.3).
6.5. Krzywa kalibracyjna
Do kolb Erlenmeyera o pojemnosci 50 ml odmierzy¢ kolejno 1,0 ml, 2,0 ml, 3,0 ml, 4,0 ml i 5,0 ml wzorcowego roztworu
tyrozyny (4.8), co odpowiada kolejno 0,2 umol, 0,4 pmol, 0,6 umol, 0,8 pmol i 1,0 pmol tyrozyny. Uzupetnié serig
roztworem odniesienia wolnym od tyrozyny. Sporzadzi¢ z kwasem chlorowodorowym (4.1) roztwér o pojemnosci 5,0 ml.
Do kazdej kolby dodaé po 10,0 ml roztworu wodorotlenku sodu (4.5) i ciagle wstrzasajac po 3,0 ml odczynnika Folin-
-Ciocalteu (4.6). Zmierzy¢ absorbancj¢ kazdego roztworu wedtug (6.3). Wykre§li¢ krzywa w ukladzie zaleznosci absorbancji
od zawarto$ci tyrozyny wyrazonej w pmolach.
7. OBLICZANIE WYNIKOW
Z krzywej kalibracyjnej odczytaé, w pmolach, ilo$é¢ tyrozyny, ktéra odpowiada absorbancji wybarwionego roztworu i
skorygowa¢ o wynik slepej proby. Aktywnosé pepsyny w temperaturze 25°C + 0,1°C, wyrazong w umolach tyrozyny na mg i
na minutg, obliczy¢ wedlug nastgpujacego wzoru:

0,32a
Jednostki w mg (U/mg) = —

gdzie:

a — jest iloscia tyrozyny odczytang z krzywej kalibracyjnej w pmol,

P — jest masg w mg uzytej pepsyny w (6.2).

Tlo$¢ rozpuszczonej pepsyny powinna byé tak dobrana, aby podczas ostatecznego pomiaru fotometrycznego otrzymad
nateienie optyczne 0,35 + 0,035.
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Dwie jednostki aktywnosci pepsyny na mg otrgymane z uiyciem tej metody odpowiadajq 3,64 milijednostkom Ansona na
mg (umol tyrozyny na mg na minutg w temperaturze 35,5°C) lub 36 400 handlowym jednostkom na g (umol tyrozyny na g
w ciggu 10 minut w temperaturze 35,5°C).

2.3. 0ZNACZANIE WILGOTNOSCI

1. CEL 1 ZAKRES

Metoda stuzy do oznaczania wilgotno$ci pasz. Metody nie stosuje si¢ do badania produktéw mlecznych wystepujacych jako
pasze jednosktadnikowe, substancji mineralnych i mieszanin skiadajacych si¢ gléwnie z substancji mineralnych oraz nasion
i owocow roslin oleistych.

2. ZASADA METODY

Prébka jest suszona w warunkach dostosowanych do wlaéciwoéci pasz. ObniZenie masy jest okrelane poprzez wazenie.
Konieczne jest przeprowadzenie wstgpnego suszenia,w przypadku gdy pasze zawieraja duze ilosei wilgoci.

3. APARATURA I SPRZET

3.1. Rozdrabniacz wykonany z materialéw niepochtaniajacych wilgoci, fatwy do czyszczenia, pozwalajacy na szybkie
rozdrobnienie materialu bez nadmiemnego ogrzewania, ograniczajacy do minimum kontakt z powietrzem, spelniajacy
wymagania wymienione w (4.1.1) i (4.1.2) (np. chtodzony woda mikrorozdrabniacz miotkowy, skladany stozkowy mtynek,
rozdrabniacze wolnoobrotowe lub wyposazone w koto zebate).

3.2. Waga analityczna, dokladno$¢ 0,5 mg.

3.3. Suche pojemniki z nierdzewnego metalu lub szkla z nakrywkami umozliwiajgcymi hermetyczne zamknigcie, o
powierzchni roboczej umozliwiajgcej rGwnomierne rozsypanie badanej prébki w warstwie 0,3 g/cm?.

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

3.5. Termostatowana suszarka prézniowa zaopatrzona w pompe olejowa oraz mechanizm umozliwiajacy nawiew goracego
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

Czynnosci opisane w tej czesci powinny byé wykonywane szybko po otworzeniu opakowania probki. Analiza powinna byé
wykonana co najmniej w dwéch powtérzeniach.

4.1. Przygotowanie

4.1.1. Pasze inne niz wymienione w (4.1.2) i (4.1.3) pobra¢ w ilosci co najmniej 50 g. Jezeli to konieczne, rozdrobnié lub
podzieli¢ w taki sposob, aby zapobiec jakimkolwiek zmianom w zawarto$ci wilgoci (7).

4.1.2. Zboza i kasze

Pobraé co najmniej 50 g probki. Rozdrobnié na czgstki, ktére przechodza przez 0,5 mm oczko sita co najmniej w 50%
i pozostaja w iloéci nie wigkszej niz 10% na sicie o boku oczka kwadratowego 1 mm.

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

Pobraé 25 g prébki, zwazy¢ z dokladnoécig do 10 mg, dodaé odpowiednisg iloéé suchego piasku, odwazonego z dokiadno$cia
do 10 mg, i zmiesza¢ do uzyskania homogennego produktu.

4.2. Suszenie

4.2.1. Pasze inne niz wymienione w (4.2.2) i (4.2.3)

Zwazy¢ naczynko (3.3) z przykrywka z doktadnoécia do 0,5 mg. Odwazy¢ do naczynka, z doktadno$cig do 1 mg, okoto 5 g
probki i réwno rozmiesci¢. Wstawié naczynko bez przykrywki do suszarki podgrzanej do temperatury 103°C. Aby zapobiec
nadmiernemu spadkowi temperatury, nalezy umieéci¢ naczynko w suszarce tak szybko jak to mozliwe. Suszy¢ przez
4 godziny od czasu, gdy suszarka osiagnie ponownie temperatur¢ 103°C. Nalozy¢ przykrywke na naczynko, wyjaé je
z suszarki, pozostawi¢ do schlodzenia w eksykatorze (3.6) na 30 do 45 minut i zwazy¢ z dokladno$cig do 1 mg. Pasze
z przewazajacym udzialem oleju lub thuszczu suszy¢ ponownie w suszarce przez 30 minut w temperaturze 130°C. Réznica
pomigdzy dwoma wazeniami nie powinna przekraczaé 0,1% wilgotnosci.

4.2.2. Zboza, maki, kasze i maczki

Zwazyé naczynko (3.3) z przykrywka, z doktadnoécig do 0,5 mg. Odwazyé do naczynka, z doktadno$cia do 1 mg, okolo 5 g
rozdrobnionej prébki i réwno rozmiesci¢. Wstawié naczynko bez przykrywki do suszarki podgrzanej do temperatury 130°C.
Aby zapobiec nadmiernemu spadkowi temperatury, umiescié naczynko w suszarce tak szybko jak to mozliwe. Suszy¢ przez
2 godziny, liczac od czasu, gdy suszarka ponownie osiggnie temperature 130°C. Natozy¢ przykrywke na naczynko, wyjac je
7z suszarki, pozostawi¢ w eksykatorze (3.6) na 30 do 45 minut celem schlodzenia i zwazy¢ z doktadnoécig do 1 mg.

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

Zwazy¢ naczynko (3.3) z dokladnoécia do 0,5 mg. Odwazy¢ do naczynka, z dokladnoscia do 1 mg, okolo 5 g prébki i réwno
rozmiesci¢. Wstawi¢ naczynko bez przykrywki do suszarki prézniowej (3.5) podgrzanej do temperatury od 80 do 85°C. Aby
zapobiec nadmiernemu spadkowi temperatury, umieéci¢ naczynko w suszarce tak szybko jak to mozliwe. Zmniejszy¢
ci$nienie do 100 Torr i pozostawié na 4 godziny pod dziataniem tego ci$nienia, osuszajac powietrze przy uzyciu czynnika
suszacego (okolo 300 g na 20 prébek). Po uzyskaniu zadanego ci$nienia odlaczy¢ pompe prézniows. Czas suszenia nalezy
liczy¢ od chwili, gdy suszarka osiggnie ponownie temperatur¢ od 80 do 85°C. Ostroznie zréwnaé ci$nienie w suszarce

" W celu suszenia ziarna zb6z, maki, kasz i maczek nalezy stosowaé suszarki, ktdre osiagaja temperature 131°C w czasie ponizej 45 minut,
przy maksymalnej liczbie probek poddawanych réwnoczesnemu suszeniu. Suszarka powinna byé wentylowana w taki sposob, aby po
2 godzinach suszenia maksymalnej liczby probek wyniki nie roznily si¢ wiecej niz o 0,15% w poréwnaniu do wynikow uzyskanych
po 4 godzinach suszenia.
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z ciénieniem atmosferycznym. Otworzy¢ suszarkg, szybko nalozy¢ przykrywke na naczynko i usunaé je z suszarki.
Pozostawié do schlodzenia w eksykatorze (3.6) przez 30 do 45 minut i zwazy¢ z doktadnos$cia do 1 mg. Suszy¢ ponownie w
suszarce prézniowej przez 30 minut w temperaturze od 80 do 85°C i zwazy¢ powtdrnie. Réznica pomigdzy dwoma
wazeniami nie powinna przekraczaé 0,1% wilgotnosci.

4.3. Suszenie wstgpne

4.3.1. Pasze inne niz wymienione w (4.3.2)

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

Odwazyé 50 g nierozdrobnionej probki (pasze sprasowane lub zbrylone moga by¢ z koniecznosci wstgpnie rozdrobnione), z
doktadnoécia do 10 mg do odpowiedniego naczynia (np. na plytke aluminiowg o wymiarach 20 ¢m x 12 cm z obwddkg o
wysokoéci 0,5 cm). Suszyé w suszarce w temperaturze 60 do 70°C, az zawarto$¢ wilgoci obnizy si¢ do 8 — 12%. Wyjaé
prébke z suszarki, pozostawi¢ na powietrzu do schiodzenia i zwazyé z dokladnoscia do 10 mg. Szybko rozdrobnic,
postepujac jak podano w (4.1.1), i suszy¢ wedtug opisu w (4.2.1) lub (4.2.3) w zalezno$ci od rodzaju paszy.

4.3.2. Zboza

Ziarno zbdz o wilgotnosci wyzszej niz 17% nalezy poddaé wstgpnemu suszeniu, jak nastgpuje:

Odwazy¢ 50 g nierozdrobnionego, ziarna z doktadnoscia do 10 mg, do odpowiedniego naczynia (np. na plytk¢ aluminiowa o
wymiarach 20 ¢cm x 12 cm z obwddka o wysokosei 0,5 cm). Suszy¢ w suszarce przez 5 do 7 minut w temperaturze 130°C.
Wyjaé probke z suszarki, pozostawi¢ przez 2 godziny na powietrzu celem schlodzenia i zwazy¢ z dokladnoscig do 10 mg.
Szybko rozdrobnié, postepujac, jak podano w (4.1.2), i suszy¢ zgodnie z opisem podanym w (4.2.2).

5. OBLICZANIE WYNIKOW

Zawarto$¢é wilgoci, w procentach wagowych, obliczy¢ wedlug nastepujacych wzoréw:

5.1. Suszenie bez wstgpnego podsuszania

(E—m)x 100/E

gdzie:

E - poczatkowa masa badanej probki, w g,

m — masa badanej prébki po wysuszeniu, w g.

5.2. Suszenie z podsuszaniem

M -m)M/M +E-M]x100/E=100(1 -Mm/EM’)

gdzie:

E — poczatkowa masa badanej probki, w g,

M — masa badanej prébki po wstgpnym podsuszaniu, w g,

M’ — masa badanej prébki po rozdrobnieniu, w g,

m — masa badanej probki po wysuszeniu, w g.

6. SPRAWDZENIE METODY

Powtarzalno$é

Réznica pomiedzy wynikami dwéch réwnoleglych oznaczent wykonanych dla tej samej prébki nie powinna przekraczaé
0,2% wilgoci.

7. OBJASNIENIA

Gdy rozdrabnianie prébki okazuje si¢ konieczne i jezeli ten proces wplywa na zawarto§¢ wilgoci w produkcie, wyniki
analizy komponentéw paszowych powinny by¢ skorygowane o zawarto$¢ wilgoci w poczatkowym stanie.

2.4. 0ZNACZANIE WILGOTNOSCI OLEJOW 1 TLUSZCZOW

1. CEL I ZAKRES

Metoda shizy do oznaczania zawarto$ci wody 1 substancji lotnych w tluszczach i olejach pochodzenia zwierzecego oraz
roslinnego.

2. ZASADA METODY

Prébka jest suszona do stalej masy w temperaturze 103°C. Ubytek masy jest okredlany metoda wagows.

3. APARATURA I SPRZET

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

3.2. Termometr rtgciowy z wzmocnionym zbiornikiem i nadmiarowa rurkg w gérnym koricu, z podziatka od okoto 80°C do
110°C i o dtugosci okolo 10 cm.

3.3. LaZnia piaskowa lub elektryczna plyta grzewcza.

3.4. Eksykator zawierajacy efektywny $rodek suszacy.

3.5. Waga analityczna.

4. SPOSOB POSTEPOWANIA

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

Zmniejszy¢ ogrzewanie, obserwujac czgstotliwo$é odrywania si¢ pgcherzykéw powietrza od dna naczynia. Temperatura nie
moze przekroczy¢ 105°C. Kontynuowac mieszanie, pocierajgc dno naczynia do czasu, az przestang si¢ tworzy¢ pecherzyki.
Aby by¢ pewnym catkowitego odparowania wilgoci, ogrzewaé prébke kilka razy do temperatury 103°C + 2°C, schiadzajac
do 93°C pomigdzy kolejnymi ogrzewaniami. Nastepnie schtodzi¢ prébke do temperatury pokojowej w eksykatorze (3.4)
i zwazy¢. Powtarza¢ ogrzewanie, dopSki ubytek masy pomigdzy dwoma kolejnymi wazeniami nie bedzie wigkszy od 2 mg.
Wzrost masy prébki po powtdrnym ogrzewaniu wskazuje na utlenienie sig¢ ttuszczu. W takim przypadku do obliczenia
wyniku naleiy wzigd ostatniq mase prébki sprzed jej wzrostu.
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5. OBLICZANIE WYNIKOW

Wilgotno$é, w procentach wagowych, obliczy¢ wedlug nastgpujacego wzoru:
M, — M,) x 100/M,

gdzie:

M0 — masa badanej probki, w g,

M1 — masa naczynia z zawarto$cig przed ogrzewaniem, w g,

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

Wyniki oznaczania nizsze od 0,05% nalezy zapisaé jako ,,nizsze od 0,05%”.
6. SPRAWDZENIE METODY

Powtarzalno$é:

Réznica wilgotnoéci pomigdzy wynikami dwdch réwnolegtych oznaczert wykonanych dla tej samej prébki nie powinna
przekraczac 0,05 % warto$ci bezwzglednej.

2.5. OZNACZANIE POPIOLU SUROWEGO

1. CEL I ZAKRES
Metoda stuzy do oznaczania zawartosci popiotu surowego w paszach.
2. ZASADA METODY
Spopielanie prébki w temperaturze 550°C i wazenie uzyskanego popiotu.
3. ODCZYNNIKI I ROZTWORY
3.1. Azotan amonu, roztwor 20 % (m/V).
4. APARATURA I SPRZET
4.1. Piyta grzejna.
4.2. Elektryczny piec do spalari z termostatem.
4.3. Tygle do spalari platynowe lub ze stopu platyny i zlota (10 % Pt, 90 % Au), prostokatne (60 x 40 x 25 mm) lub okragle
(Srednica 60 — 75 mm, wysoko$¢ 20 — 25 mm).
5. SPOSOB POSTEPOWANIA
Odwazy¢, z doktadnoécia do 1 mg, okolo 5 g prébki (2,5 g w przypadku substancji peczniejgcych) i umieéci¢ w tyglu do
spalai, wyprazonym i o stalej masie. Tygiel postawié¢ na plycie grzewczej i ogrzewaé stopniowo az do zwgglenia. Nast¢pnie
wstawi¢ go do pieca ustawionego na 550°C + 5°C. Utrzymywac w tej temperaturze az do uzyskania popiotu o barwie bialej,
jasnoszarej lub jasnoczerwonej, $wiadczacej o nieobecnoéci czasteczek weglowych. Umiescié tygiel w eksykatorze,
pozostawi¢ do ochlodzenia i zwazy¢.
6. OBLICZANIE WYNIKOW
Zawarto$¢ popiotu surowego X obliczy¢ w procentach wedlug nast¢pujacego wzoru:
(a—b) x 100
X (%) = -
m
gdzie:
a - masa tygla z prébka po spaleniu,w g,
b — masa tygla, w g,
m — masa prébki, w g.
Réznica zawarto$ci popiotu surowego pomigdzy wynikami dwdch réwnoleglych oznaczen wykonanych w tej samej probee
nie moze przekracza¢ 5% warto$ci wzgledne;j.
7. OBJASNIENIA
7.1. Substancje, ktére trudno si¢ spopielaja, nalezy spopielaé wstgpnie przez 3 godziny. Nastgpnie po ochlodzeniu i dodaniu
kitku kropli 20% roztworu azotanu amonu (dodawaé ostroznie, tak aby nie spowodowaé strat popiotu i tworzenia sig
zbrylen). Po wysuszeniu kontynuowaé zwgglanie w piecu. Powtarzac czynno$¢ az do catkowitego spopielenia.
7.2. W przypadku gdy badane produkty trudno poddaja si¢ postgpowaniu opisanemu w (7.1), nalezy przyja¢ ponizsza
procedurg.
Po spopielaniu przez 3 godziny umiescié popidt w cieplej wodzie i przesaczy¢ przez maly, bezpopiolowy saczek. Spalié
saczek z zawarto$cia w tyglu. Filtrat umiesci¢ w schlodzonym tyglu, odparowa¢ do sucha, spopieli¢ 1 zwazydé.
7.3. W przypadku olejéw i thuszczow odwazka powinna wynosié 25 g. Zwgglaé¢ w tyglu odpowiedniej wielkosci, przenoszac
plomien na substancj¢ skrawkiem bezpopiolowej bibuly filtracyjnej. Po spaleniu pozostato$¢ zwilzy¢é maly iloscig wody.
Wysuszy¢ i spopielaé, jak opisano w (5).

2.6. OZNACZANIE POPIOLU NIEROZPUSZCZALNEGO W KWASIE CHLOROWODORCWYM

1. CEL 1 ZAKRES

Metoda stuzy do oznaczania zawarto$ci substancji mineralnych nierozpuszczalnych w kwasie chlorowodorowym w paszach.
W zalezno$ci od rodzaju tych substancji stosuje si¢ dwie metody:

1.1. Metoda A — majaca zastosowanie do pasz organicznych i do wigkszoéci materialéw paszowych.

1.2. Metoda B — majgca zastosowanie do pasz mineralnych, ich mieszanin oraz do materialéw paszowych zawierajacych
substancje nierozpuszczalne w kwasie chlorowodorowym w ilodci powyzej 1%, co sprawdza sig, stosujac wezedniej

metode A.
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2. ZASADA METODY

2.1. Metoda A: prébka jest spopielana, popiél gotowany w kwasie chlorowodorowym, a nierozpuszczalna pozostato$é jest
sgczona i wazona.

2.2. Metoda B: probke zadaje si¢ kwasem chlorowodorowym, roztwér saczy, pozostalo§é spopiela i otrzymany popidt
traktuje jak w metodzie A.

3. ODCZYNNIKI I ROZTWORY

3.1. Kwas chlorowodorowy, roztwoér 3 N.

3.2. Kwas trichlorooctowy, 20% roztwér (m/V).

3.3. Kwas trichlorooctowy, 1% roztwér (m/V).

4. APARATURA I SPRZET

4.1. Plyta grzejna.

4.2. Elektryczny piec do spalan z termostatem.

4.3. Tygle do spalan platynowe lub ze stopu platyny i zlota (10% Pt, 90% Au) prostokatne (60 x 40 x 25 mm) lub okragle
($rednica 60 — 75 mm, wysokoé¢ 20 — 25mm).

5. SPOSOB POSTEPOWANIA

5.1. Metoda A

Spopieli¢ probke metoda opisang przy oznaczanin popiotu surowego. Popidl uzyskany 2 tej analizy moze byé takie
wykorzystany.

Przenie$¢ popiét do zlewki o pojemnosci od 250 do 400 ml przy pomocy 75 ml kwasu chlorowodorowego 3 N (3.1). Powoli
doprowadzié do wrzenia i gotowaé ostroznie przez 15 minut. Przesaczy¢ goracy roztwér przez bibule bezpopiolowa
i przemywaé pozostalo§¢ goraca woda. Osad przemywaé do zaniku kwasnego odczynu. Wysuszy¢ saczek z osadem
i spopieli¢ w uprzednio zwazonym tyglu w temperaturze nie nizszej od 550°C i nie wyzszej od 700°C. Ostudzi¢ w
eksykatorze i zwazy¢.

5.2. Metoda B

Odwazy¢ 5 g prébki, z dokladnoscig do 1 mg, i umieécié w zlewce o pojemnosci od 250 do 400 ml. Dodaé kolejno 25 ml
wody i 25 ml kwasu chlorowodorowego 3 N (3.1), wymieszac i odczeka¢, az roztwér przestanie si¢ burzyé. Dodaé kolejne
50 m! kwasu chlorowodorowego 3 N (3.1). Odczekaé do ulotnienia si¢ gazu, umiescié¢ zlewke we wrzacej taZzni wodnej
i trzyma¢ ja tam przez 30 minut lub w razie potrzeby dluzej w przypadku catkowitej hydrolizy skrobi obecnej w prébee.
Goracy roztwér przesaczy¢ przez sgczek bezpopiotowy 1 przemy¢ 50 ml goracej wody (gdy saczenie przebiega trudno, zaleca
si¢ w toku analizy zastapienie 50 ml kwasu chlorowodorowego 3 N (3.1) 50 ml kwasu trichlorooctowego (3.2) i przemycie
sgczka cieplym roztworem kwasu trichlorooctowego (3.3)). Saczek z osadem umiesci¢ w tyglu do spalan, wysuszyé
i spopicla¢ w temperaturze nie nizszej od 550°C i nie wyzszej od 700°C. Umiescié¢ popiét w 250 do 400 ml zlewce za
pomoca 75 ml kwasu chlorowodorowego 3 N (3.1). Powoli doprowadzi¢ do wrzenia i gotowaé ostroznie przez 15 minut.
Przesaczy¢ goracy roztwér przez bibule bezpopiolowa i przemywaé pozostalo§é goraca woda. Osad przemywaé do
zaniku kwadnego odczynu. Wysuszy¢ saczek z osadem i spopieli¢ w uprzednio zwazonym tyglu w temperaturze nie nizszej
od 550°C i nie wyzszej od 700°C. Ostudzi¢ w eksykatorze i zwazy¢.

6. OBLICZANIE WYNIKOW

Zawarto$¢ popiotu nierozpuszczalnego w kwasie chlorowodorowym X obliczyé w procentach wedlug nastepujacego wzoru:

(a—b)x 100
X (%) =
m
gdzie:
a - masa tygla z pozostatocig po wyprazeniu osadu, w g,
b — masa tygla, w g,
m — masa probki, w g.
Réznica zawartoéci popiotu nierozpuszczalnego w kwasie chlorowodorowym pomigdzy wynikami dwéch réwnoleglych
oznaczen wykonanych w tej samej prébee nie moze przekraczaé 10% wartoéei wzglednej.
7. OBJASNIENIA
Gdy saczenie przebiega trudno, zaleca si¢ w toku analizy zastapienie 50 ml kwasu chlorowodorowego 3 N (3.1) 50 m] kwasu
trichlorooctowego (3.2) i przemycie saczka cieptym roztworem kwasu trichlorooctowego (3.3).

2.7. OZNACZANIE WEOKNA SUROWEGO

1. CEL 1 ZAKRES

Metoda stuzy do oznaczania w paszach zawartoéci niettuszczowych substancji organicznych, ktére nie rozpuszczaja si¢ ani w
$rodowisku kwasnym, ani zasadowym i ktére zwyczajowo okresla si¢ mianem wiékna surowego.

2. ZASADA METODY

Prébke, w razie koniecznosci odtluszczona, gotuje si¢ w roztworach kwasu siarkowego i wodorotlenku potasu o
odpowiednim st¢zeniu. Osad oddziela si¢ na filtrze ze szklanym spiekiem, przemywa, suszy i spopiela w temperaturze od
475 do 500 °C. Ubytek masy po spopielaniu odpowiada zawartodci widkna surowego w badanej prébce.

3. ODCZYNNIKI I ROZTWORY

3.1. Kwas siarkowy, ¢ = 0,13 mol/l.

3.2. Odczynnik przeciwpienigcy (np. n-oktanol).
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3.3. Material wspomagajacy saczenie (Celit 545 lub podobny), wyprazony w temperaturze 500°C przez 4 godziny (8.6).

3.4. Aceton.

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

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

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

4. APARATURA I SPRZET

4.1. Zestaw grzewczy do gotowania w roztworach kwasu siarkowego lub wodorotlenku potasu, wyposazony w podstawke
mocujacy tygiel filtracyjny (4.2), rurk¢ odprowadzajacg ciecz z kranem i pompe prézniows, jezeli to mozliwe na sprezone
powietrze. Przed uzyciem przemywaé zestaw wrzacg woda przez 5 minut.

4.2. Szklany tygiel filtracyjny ze spickiem o porach 40 — 90 um. Przed pierwszym uzyciem ogrzewal przez 5 minut
w temperaturze 500°C i schlodzi¢ (8.6).

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

4.4. Suszarka z termostatem.

4.5. Piec muflowy z termostatem.

4.6. Zestaw do ekstrakcji sktadajacy si¢ z podstawki mocujacej tygiel filtracyjny (4.2) i z odlaczanej rurki z kranem
z wylewka, podlaczanej do pompy prozniowe;.

4.7. Pierécienie laczace do polaczenia zestawu grzewczego (4.1), tygla filtracyjnego (4.2), cylindra (4.3) i zestawu
ekstrakcyjnego do ekstrakcji na zimno (4.6) z tyglem.

5. SPOSOB POSTEPOWANIA

Odwazy¢, z doktadnoscig do 0,001 g, 1 g przygotowanej probki do tygla (4.2), uwzglgdniajac informacje podane w (8.1),
(8.2), (8.3), i dodaé 1 g materialu wspomagajacego saczenie (3.3). Zestaw grzewczy (4.1) polaczyé z tyglem filtracyjnym
(4.2), a nastgpnie przylaczy¢ cylinder (4.3) do tygla. Wiaé 150 ml wrzgcego kwasu siarkowego (3.1) do cylindra potaczonego
z tyglem i, w razie potrzeby, doda¢ kilka kropli odczynnika przeciwpieniacego (3.2). Doprowadzié ciecz do wrzenia w
przeciagu 5 + 2 minut i energicznie gotowa¢ przez 30 minut. Otworzy¢ kran w rurce odprowadzajacej (4.1), przesaczy¢, pod
zmniejszonym ci$nieniem, kwas siarkowy przez tygiel filtracyjny i przemy¢ pozostalo$é trzykrotnie 30 ml porcjami wrzacej
wody, upewniajqc sig, Ze pozostalo$¢ przesaczono do sucha po kazdym przemyciu.

Zamkna¢ kurek i wlaé 150 ml wrzacego roztworu wodorotlenku potasu (3.7) do cylindra potaczonego z tyglem i dodad kilka
kropli odczynnika przeciwpieniacego (3.2). Doprowadzi¢ ciecz do wrzenia w przeciggu 5 + 2 minut i gotowad energicznie
doktadnie przez 30 minut. Przesaczy¢ i powtérzy¢ przemywanie jak po gotowaniu w kwasie siarkowym.

Po ostatnim przemyciu i wysuszeniu odlgczy¢ tygiel z zawarto$cia i zamocowaé go w zestawie do zimnej ckstrakcji (4.6).
Podlaczyé pompe prézniows i przemywaé pozostato§é w tyglu trzema kolejnymi porcjami 25 ml acetonu (3.4), upewniajac
sig, ze po kazdym przemyciu osad zostal odsgczony do sucha. Wysuszy¢ tygiel do stalej masy w suszarce ustawionej na tem-
peratur¢ 130°C. Po kazdym suszeniu schtodzi¢ w eksykatorze i niezwlocznie zwazyé. UmieSci¢ tygiel w piecu i spopielaé
do statej masy w temperaturze od 475 do 500°C przez co najmniej 30 minut. Przed wazeniem tygla, po kazdym spopie-
laniu nalezy najpierw schlodzi¢ tygiel w piecu, a nastgpnie w eksykatorze.

Przeprowadzi¢ test §lepej proby. Ubytek masy po spopielaniu nie moze przekraczaé 4 mg.

6. OBLICZANIE WYNIKOW

Zawarto$¢ widkna surowego w probee obliczy¢ w procentach wedlug nastepujacego wzoru:

(b-c) x 100

a
gdzie:
a— masa probki, w g,
b — ubytek masy po spopieleniu, w g,
¢ — ubytek masy $lepej proby po spopieleniu, w g.
7. SPRAWDZENIE METODY
Powtarzalno$é
Réznica pomiedzy wynikami dwéch réwnoleglych oznaczert wykonanych dla tej samej probki nie powinna przekraczaé:
—0,3% warto$ci bezwzglednej, dla zawartoéci widkna surowego ponizej 10%,
~ 3% najwyzszego wyniku, dla zawartoéci widkna surowego 10% i wigcej.
8. OBJASNIENIA
8.1. Pasze zawierajgce ponad 10% ttuszczu surowego nalezy przed oznaczaniem odtluéci¢ eterem naftowym (3.5). W tym
celu potaczyé tygiel filtracyjny (4.2) z zawartoécig do zestawu ekstrakcyjnego do zimnej ekstrakcji {4.6) 1 za pomocg pompy
prézniowej przemy¢ zawarto$é trzykrotnie 30 ml porcjami eteru naftowego, upewniajac sig, Zze pozostalo$é jest sucha.
Polaczy¢ tygiel z zestawem grzewczym (4.1) i kontynuowad, jak opisano w (5).
8.2. Pasze zawierajace ttuszcze, ktore nie ekstrahuja si¢ bezposrednio eterem naftowym (3.5), nalezy odttuscié, jak podano w
(8.1), i ponownie odttusci¢ po gotowaniu w kwasie.
Po gotowaniu w kwasie i przemyciu podlaczy¢ tygiel z zawartosciag do zestawu do zimnej ekstrakcji (4.6) i przemyé
trzykrotnie 30 ml acetonu, a nastgpnie trzykrotnie 30 m! porcjami eteru naftowego. Odsaczyé pod préznig do sucha i
kontynuowac sposdb postgpowania, jak to opisano w (5), rozpoczynajac od dodania wodorotlenku potasu.
8.3. W przypadku gdy pasze zawieraja ponad 5% weglandéw, w przeliczeniu na weglan wapnia, podiaczy¢ tygiel (4.2)
z odwazona probka do zestawu grzewczego (4.1). Przemy¢ prébke trzykrotnie 30 ml porcjami kwasu chlorowodorowego
(3.6). Po dodaniu kazdej porcji kwasu pozostawi¢ probke na okolo minute przed saczeniem. Przemy¢ 30 ml wody i
kontynuowaé sposdéb postgpowania, jak opisano w (5).
8.4. Jezeli kilka tygli moze byé podiaczonych do jednego zestawu grzewczego, nie nalezy wykonywaé dwdch pojedynczych
oznaczef probki w tej samej serii.
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8.5. Jezeli po gotowaniu w kwasie i zasadzie roztwory trudno si¢ sacza, przepuscic sprezone powietrze przez rurke dolgczang
do zestawu grzewczego i nastepnie kontynuowaé saczenie.

8.6. Temperatura spopielania nie powinna przekracza¢ 500°C ze wzgledu na wytrzymato$¢ szklanego tygla. Nalezy
zachowad ostrozno$é, aby uniknaé naglego szoku termicznego podczas ogrzewania i schiadzania.

2.8. OZNACZANIE SUROWEGO OLEJU I TEUSZCZU

1. CEL 1 ZAKRES

Metoda shuzy do oznaczania zawartoéci surowych olejow 1 thuszczéw w paszach. Metody nie stosuje si¢ do analizy nasion i
owocow roélin oleistych.

Zastosowanie dwdch sposobéw postepowania opisanych ponizej zalezy od natury i skladu paszy oraz celu prowadzenia
oznaczen.

1.1. Postgpowanie A ~ Bezposrednio ekstrahowane oleje i tluszcze.

Postepowanie ma zastosowanie do surowcéw paszowych pochodzenia roélinnego, z wyjatkiem tych, ktére zostaly objete
zakresem postgpowania B.

1.2. Postgpowanie B — Catkowite surowe oleje i thuszcze.

Postepowanie ma zastosowanie do materialéw paszowych pochodzenia zwierzgcego i wszystkich mieszanek paszowych. Jest
stosowane do tych wszystkich materiatéw, z ktorych oleje i thuszcze nie mogg by¢ w calo$ci wyekstrahowane bez uprzedniej
hydrolizy (np. gluten, drozdze, biatka ziemniaczane i produkty poddane przetwarzaniu, np. poprzez ekstruzjg, ptatkowanie i
ogrzewanie).

1.3. Interpretacja wynikow

We wszystkich przypadkach kiedy wynik otrzymany przy zastosowaniu postgpowania B jest wyzszy od otrzymanego przy
zastosowaniu postgpowania A, nalezy traktowaé wynik otrzymany wedhug postepowania B jako rzeczywisty.

2. ZASADA METODY

2.1. Postgpowanie A

Prébka jest poddawana ekstrakcji eterem naftowym. Roztwdr jest odparowywany, a pozostato$¢ jest suszona i wazona.

2.2. Postgpowanie B

Prébka jest ogrzewana kwasem chlorowodorowym. Mieszanina jest ozigbiana i saczona. Pozostalo$é jest przemywana
i suszona, a nast¢pnie poddawana oznaczaniu zgodnie z postgpowaniem A.

3. ODCZYNNIKI 1 ROZTWORY

3.1. Eter naftowy o zakresie temperatur wrzenia od 40 do 60°C. Warto§¢ bromowa powinna by¢ mniejsza niz 1, a
pozostalo$¢ po odparowaniu mniejsza od 2 mg/100ml.

3.2. Siarczan sodu bezwodny.

3.3. Kwas chlorowodorowy, ¢ = 3 mol HCI/1.

3.4. Material wspomagajacy saczenie, np. Kieselguhr, Hyflo-supercel.

4. APARATURA I SPRZET

4.1. Aparat do ekstrakcji. Jezeli jest wyposazony w syfon (aparat Soxhleta), szybkoé¢ skraplania powinna by¢ taka, aby
liczba powrotéw (przelewania skroplin) wynosita 10 cykli na 1 godzing. Jezeli aparat nie ma syfonu, to objetosé skroplin
powinna wynosi¢ okoto 10 ml na 1 minutg.

4.2. Gilzy do ekstrakcji, niezawierajace substancji rozpuszczalnych w eterze naftowym i o porowatosci odpowiadajacej
wymaganiom zawartym w (4.1).

4.3. Suszarka prézniowa z mozliwo$cig ustawienia temperatury suszenia 75°C + 3°C lub suszarka nawiewna z mozliwoécia
ustawienia temperatury 100 °C £3°C.

5. SPOSOB POSTEPOWANIA

5.1. Postgpowanie A

Uwzglednié (7.1)

Odwazy¢ 5 g prébki, z dokladnoscia do 1 mg, przenie$é do gilzy ekstrakcyjnej (4.2) i przykry¢ tamponem z bezthiszczowej
waty bawetnianej. Umieéci¢ gilz¢ w aparacie do ekstrakeji (4.1) i ekstrahowaé przez 6 godzin eterem naftowym (3.1). Zebraé
ekstrakt eterowy do suchej, zwazonej kolby zawierajacej kawalki pumeksu.?

Oddestylowa¢ rozpuszczalnik. Suszy¢ pozostato§é, umieszczajac kolbe w suszarce (4.3) na 1,5 godziny. Ochlodzié w
eksykatorze i zwazy¢. Suszy¢ ponownie przez 30 minut do stalej masy (straty masy pomiedzy dwoma kolejnymi wazeniami
nie moga przekraczaé¢ 1 mg).

5.2. Postgpowanie B

Odwazy¢ 2,5 g prébki, z dokladnoécia do 1 mg (dla produktéw o niskiej zawartoéei olejéw i thuszczéw prébke analityczna
mozna zwigkszy¢ do 5 g), umiesci¢ w zlewce o pojemno$ci 400 ml lub w kolbie stozkowej o pojemnosci 300 ml i dodaé 100 ml
kwasu chlorowodorowego (3.3) oraz kawalki pumeksu. Przykry¢ zlewke szkielkiem zegarkowym, a kolb¢ chtodnica
zwrotng. Doprowadzi¢ mieszaning do spokojnego wrzenia w matym plomieniu palnika lub na plytce grzejnej i utrzymywad
wrzenie przez | godzing. Nie dopuszcza¢ do osadzania si¢ produktu na $cianach naczynia.

Ochlodzi¢ i doda¢ materiat filtracyjny (3.4) w ilo$ci zapobiegajacej jakimkolwiek stratom oleju i tluszczu podczas saczenia.
Przesaczy¢ przez zwilzony, bezttuszczowy podwéjny saczek papierowy. Przemywaé pozostatoéé zimng woda do uzyskania
obojetnego przesaczu. Sprawdzié, czy przesacz nie zawiera §ladéw olejéw lub thuszczow. Ich obecno$é wskazuje na
konieczno$¢ przeprowadzenia przed hydroliza ekstrakcji zgodnie z postepowaniem A.

I w przypadkach gdy tluszcz lub olej powinien by¢ poddany dalszym badaniom jakosciowym, nalezy zastapi¢ pumeks kuleczkami
szklanymi.
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Umiesci¢ na szkietku zegarkowym podwdjng bibulg filtracyjng z pozostalodcig i suszy¢ przez 1,5 godziny w suszarce
nawiewnej (4.3) w temperaturze 100°C £ 3°C,
Umiesci¢ podwéjny saczek z suchy pozostaloécia w gilzie ekstrakeyjnej (4.2) i przykry¢ bezttuszezowym zwitkiem waty.
Umieécié gilze w aparacie do ekstrakcji (4.1) i postgpowaé zgodnie z opisem podanym w (5.1).
5.3. Wyrazenie wynikow
W przypadku postgpowania A i B mas¢ pozostatos$ci wyrazi€ jako procent wagowy probki.
6. SPRAWDZENIE METODY
Powtarzalno$¢
Réznica pomigdzy wynikami dwdch réwnolegtych oznaczeri wykonanych dla tej samej probki nie powinna przekraczaé:
- 0,2% wartoéci bezwzglednej, dla zawarto$ci oleju i ttuszczu ponizej 5%,
- 4,0% najwyzszego wyniku, dla zawarto$ci oleju i thuszczu od 5 do 10%,
- 0,4% wartos$ci bezwzglednej, dla zawartoéci oleju i thuszczu powyzej 10%.
7. OBJASNIENIA
7.1. Dla produktéw o wysokiej zawartosci olejéw i tluszczéw, kt6re sa trudne do rozdrobnienia lub osiagnigcia
homogenno$ci prébki badanej, postgpowacé, jak podano ponizej.
Odwazy¢ 20 g prébki, z dokladnoécia do 1 mg, i wymieszaé z 10 g lub wigcej bezwodnego siarczanu sodu (3.2).
Ekstrahowaé eterem naftowym (3.1), jak podano w ( 5.1). Uzupetni¢ eterem (3.1) otrzymany ekstrakt do objgtoéci 500 ml
i zamieszad. Pobraé¢ 50 ml roztworu i przenieé¢ do malej, suchej i zwazonej kolby zawierajacej kawalki pumeksu.?
Odparowaé rozpuszczalnik, suszy¢ i postgpowa¢ dalej, jak podano w (5.1).
Usunaé rozpuszcezalnik z pozostatosci po ekstrakcji w gilzie, rozdrobnié pozostalo$é na czastki 1 mm, ponownie umiescié w
gilzie (nie dodawaé siarczanu sodu). Umiescié gilz¢ w aparacie do ekstrakcji (4.1) i postgpowaé, jak podano w (5.1.).
Zawarto$¢ oleju i thuszezu, obliczyé w procentach wagowych wedlug nastepujacego wzoru:

(10a+b)x5s
gdzie:
a— masa, w g, pozostaloéci po pierwszej ekstrakcji (czes$é ekstraktu),
b — masa, w g, pozostaloéci po drugiej ekstrakcji.
7.2. Dla produktéw o niskiej zawarto$ci olejow i thuszezéw prébke analityczna mozna zwigkszyé do 5 g.
7.3. W przypadku karmy dla zwierzat domowych o wysokiej zawartosci wody moze bv¢ konieczne dodanie przed hydrolizg
i ekstrakcja bezwodnego siarczanu sodu przed postgpowaniem B.
7.4. W postgpowaniu B (5.2) do przemywania pozostaloéci po przesaczeniu moze by¢ bardziej efektywne uzycie wody
goracej zamiast zimne;j.
7.5. W przypadku niektérych pasz czas suszenia 1,5 godziny moze byé¢ przedtuzony. Nalezy jednak unikaé¢ nadmiernego
suszenia, gdyz moze to prowadzi¢ do zaniZania wynikéw. Mozna réwniez stosowaé kuchenki mikrofalowe.
7.6. Jezeli zawartoéé surowego oleju lub thuszczu jest wigksza niz 15%, zaleca si¢ zastosowanie wstgpnej ekstrakeji wedtug
postgpowania A przed hydroliza i powtérng ekstrakcjg wedlug postgpowania B. W niektdrych przypadkach zalezy to od
natury paszy i natury oleju lub tluszczu w paszy.

2.9. OZNACZANIE SKROBI METODA POLARYMETRYCZNA

1. CEL 1 ZAKRES

Metoda stuzy do polarymertycznego oznaczania zawarto$ci skrobi 1 wysokoczasteczkowych produktow jej rozktadu
w paszach.

2. ZASADA METODY

Metoda sklada si¢ z dwéch oznaczen. W pierwszym prébka jest traktowana gorgcym rozcieficzonym kwasem
chlorowodorowym. Po sklarowaniu i przesgczeniu mierzy si¢ polarymetrycznie skrecalno$¢ optyczng $wiatla
spolaryzowanego. W drugim probka jest ekstrahowana 40% etanolem. Po zakwaszeniu filtratu kwasem chlorowodorowym,
sklarowaniu i przesaczeniu mierzona jest ponownie plaszczyzna skrecania $wiatla spolaryzowanego jak w pierwszym
oznaczeniu. Réznica pomigdzy dwoma pomiarami, pomnoZona przez znany wspdlczynnik, daje zawarto$é skrobi w prébee.
3. ODCZYNNIKI I ROZTWORY

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

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

Stgzenie nalezy sprawdzi¢, miareczkujac kwas roztworem wodorotlenku sodowego 0,1 mol/l w obecnosci czerwieni
metylowej 0,1% (m/V) w 94% (V/V) etanolu. 10 ml = 30,94 ml NaOH o st¢gzeniu 0,1 mol/L.

3.3. Roztwor Carreza I:

Rozpuéci¢ w wodzie 21,9 g octanu cynku, Zn(CH,COOH), - 2H,0 i 3 g lodowatege kwasu octowego. Uzupetni¢ woda do

100 ml.
3.4. Roztwér Carreza I1:
Rozpusci¢ w wodzie 10,6 g heksacyjanozelazianu(Il) potasu [K,Fe(CN), ] - 3H,0. Uzupetni¢ do 100 mi woda.

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

4. APARATURA I SPRZET

4.1. Kolba Erlenmeyera o pojemnoéci 250 ml ze szlifem i chlodnica zwrotna.
4.2. Polarymetr lub sacharymetr.
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5. SPOSOB POSTEPOWANIA

5.1. Przygotowanie probki

Rozdrobnié prébke, tak aby przesiewala sig przez 0,5 mm oczka sita.

5.2. Oznaczanie calkowitej skrecalnosci optycznej (P lub S) (jezeli probka zawiera wigcej niz 6% weglanéw, w przeliczeniu
na weglan wapniowy, nalezy je rozlozy¢ rozcieficzonym kwasem siarkowym przed okre$leniem skrgcalnosci optycznej).
Odwazyé, z dokladnoécig do 1 mg, 2,5 g rozdrobnionej prébki i umieéci¢ kolbie miarowej o pojemnosci 100 ml.
Dodaé 25 ml kwasu chlorowodorowego (3.2), wstrzasna¢ do réwnomiernego rozprowadzenia prébki i dodac nastgpng porcje
25 ml kwasu chlorowodorowego (3.2). Kolbe zanurzy¢ we wrzacej lazni wodnej. Aby zapobiec aglomeracji, przez pierwsze
3 minuty nieprzerwanie wstrzasaé kolbg. Systematycznie uzupetnia¢ wodg¢ w laZni, ale tak aby woda ciagle si¢ gotowata, gdy
jest w niej zanurzona kolba. Nie wyjmowac kolby z wody w trakcie wstrzgsania. Dokladnie po 15 minutach wyjaé kolbg z
wody, doda¢ 30 ml zimnej wody i natychmiast schiodzi¢ do 20°C.

Dodaé 5 ml roztworu Carreza I (3.3) i wstrzasaé przez 1 minutg. Nastgpnie dodaé 5 mi roztworu Carreza II (3.4) i ponownie
wstrzasaé przez 1 minute, Uzupehni¢ woda do kreski, wymieszac i przesaczyé. W przypadku gdy przesgcz nie jest idealnie
klarowny (co zdarza si¢ rzadko), powt6rzyé oznaczanie z wigksza ilocig roztworéw Carreza 11 I, np. pobierajac po 10 ml.
Zmierzy¢ skrgcalnoéé optyczna roztworu w 200 mm rurce za pomoca polarymetru lub sacharymetru.

5.3. Oznaczanie skrecalnosei optycznej (P lub S°) produktéw rozpuszezonych w 40% etanolu.

Odwazy¢, z dokladnoécia do 1 mg, 5 g prébki, umieéci¢ w kolbie miarowej o pojemnosci 100 ml i dodaé okoto 80 ml etanolu
(3.5) (w przypadku produktéw o wysokiej zawartoéci laktozy, takich jak sproszkowana serwatka lub mleko w proszku, po
dodaniu 80 ml etanolu (3.5) postepowaé w nastepujacy sposob: dolaczyé do kolby chlodnice zwrotng i zanurzy¢ kolbg w
tazni o temperaturze 50°C na 30 minut. Pozostawi¢ do ochlodzenia i kontynuowa¢ analizg tak jak podano ponizej).
Pozostawi¢ kolbg¢ na 1 godzing w temperaturze pokojowej, wstrzasajac w tym czasie sze$ciokrotnie kolba, tak aby probka
zostata dobrze wymieszana z etanolem. Uzupenié etanolem (3.5) do kreski, wymieszaé i przesaczyé. Pobraé pipeta 50 ml
przesaczu (= 2,5 g probki) do kolby Erlenmeyera o pojemnosci 250 ml, dodaé 2,1 ml kwasu chlorowodorowego (3.1)
i energicznie wstrzgsnaé. Dolaczy¢ do kolby Erlenmeyera chlodnicg zwrotna i zanurzy¢ we wrzacej tazni wodnej. Dokladnie
po 15 minutach wyjaé kolbe Erlenmeyera z laZni, przenie$¢ zawarto$é do kolby miarowej o pojemnosci 100 ml, sptukaé
kolbe Erlenmeyera niewielka ilo$cig zimnej wody i schiodzi¢ do 20°C. Sklarowaé roztworem Carreza 1 (3.3) i 11 (3.4),
uzupehié¢ woda do kreski, wymiesza¢, przesaczy¢ i zmierzy¢ skrecalno$é opryczna, jak podano w (5.2).

6. OBLICZANIE WYNIKOW

Zawarto$¢ skrobi obliczyé w procentach wedlug nastepujacych wzordw:

6.1. Pomiary przy uzyciu polarymetru

Zawartoéé skrobi (%) = 2000 (P-P*) / [a]*™,

gdzie:

P - calkowita skr¢calno$é optyczna w stopniach katowych,

P’ — skrecalno$¢ optyczna w stopniach katowych substancji rezpuszezonych w 40% (V/V) etanolu,

[a]?*, — skrecalnoéé whadciwa czystej skrobi. Wartoéci liczbowe przyjete dla skrecalnoéci wlaéciwej sa nastgpujace:

+ 185,9° : skrobia ryzowa

+ 185,4° : skrobia ziemniaczana

+ 184,6° : skrobia kukurydziana

+182,7° : skrobia pszenna

+ 181,5° : skrobia jeczmienna

+ 181,3° : skrobia owsiana

+ 184,0° : inne typy skrobi i jej mieszanin w mieszankach paszowych.

6.2. Pomiary przy uzyciu sacharymetru

Zawartosé skrobi (%) = 2000 /[a]** x {(2N x 0,665) x (S — S”) /100] - [26,6 N x (S — 8*) /[a]*", ]

gdzie:

S - catkowita skrgcalnosé optyczna w stopniach sacharymetru,

S’ — skrecalno$é optyczna w stopniach sacharymetru substancji rozpuszczonych w 40% (V/ V) etanolu,

N - masa (g) sacharozy w 100 ml wody powodujaca skrgcalno$¢ 100 stopni sacharymetru, mierzona przez rurke o dlugosci
200 mm:

16,29 — dla sacharymetréw francuskich,

26,00 — dla sacharymetréw niemieckich,

20,00 — dla sacharymetréw pozostatych,

[0]?", - skrecalno$é wladciwa czystej skrobi.

7. SPRAWDZENIE METODY

Powtarzalnoéé

Réznica pomigdzy wynikami dwoch réwnolegtych oznaczen wykonanych dla tej samej prébki nie powinna przekraczaé:
- 0,4% warto$ci bezwzglednej, dla zawartosci skrobi ponizej 40%
- 1,1% warto$ci wzglednej, dla zawarto$ci skrobi 40% i wigcej.

8. OBJASNIENIA

8.1. Jezeli prébka zawiera wigcej niz 6% weglanéw, w przeliczeniu na weglan wapniowy, nalezy je roztozy¢ rozcieficzonym
kwasem siarkowym przed okresleniem skrecalno$ci optyczne;j.

8.2. W przypadku produktéw o wysokiej zawartosci laktozy, takich jak sproszkowana serwatka lub mleko w proszku, po
dodaniu 80 ml etanolu (3.5) postgpowaé w nastgpujacy sposéb: dolaczyé do kolby chlodnicg zwrotng i zanurzyé kolbg w
taZni o temperaturze 50°C na 30 minut. Pozostawi¢ do ochlodzenia i kontynuowaé analize jak w (5.3).
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8.3. Nastgpujace materialy paszowe, w przypadku gdy sa obecne w znacznych iloSciach w paszy, powoduja interferencje
podczas okrelania zawarto$ci skrobi metoda polarymetryczng i moga wplywal na otrzymywanie nieprawidlowych
wynikow:

— cukier, produkty pochodne burakéw cukrowych takie, jak miazga, melasa,

— miazga cytrusowa,

— siemig Iniane, wytloczyny z siemienia Inianego, siemig Iniane ekstrahowane,

— nasiona rzepaku, wytloczyny rzepakowe, $ruta rzepakowa, tuska rzepakowa,

— nasiona stonecznika, ekstrahowane, czeéciowo odtuszczone,

— wytloczyny z kopry, pozostalo$¢ po ekstrakcji,

— miazga ziemniaczana,

- drozdze odwodnione,

— produkty bogate w inuling (chipsy i inne produkty z karczochéw),

— skwarki.

2.10. OZNACZANIE CUKROW

1. CEL I ZAKRES

Metoda stuzy do oznaczania zawarto$ci cukréw redukujacych i catkowitej zawartoéci cukréw po inwersji wyrazonych jako
glukoza lub w razie potrzeby w przeliczeniu na sacharoz¢. W tym ostatnim przypadku do przeliczania stosuje sig¢
wspdlczynnik 0,95. Metoda jest stosowana do mieszanek paszowych. Dla innych pasz stosuje si¢ specjalne metody. Laktoze
mierzy si¢ oddzielnie, uwzglgdniajac w koficowych obliczeniach.

2. ZASADA METODY

Cukry wyekstrahowane rozciericzonym etanolem klaruje si¢ roztworami Carreza I i I1. Po wyeliminowaniu etanolu zawartosé
cukréw przed i po inwersji oznacza si¢ metoda Luff-Schoorla.

3. ODCZYNNIKI I ROZTWORY

3.1. Etanol, 40% (V/V), d = 0,949 g/ml przy 20°C, obojgtny wobec fenoloftaleiny.

3.2. Roztwdr Carreza I: rozpudci¢ w wodzie 21,9 g octanu cynku, Zn(CH,COOH), - 2H,0 i 3 g lodowatego kwasu octowego.

Uzupetni¢ woda do 100 ml.
3.3. Roztwdr Carreza II: rozpusci¢ w wodzie 10,6 g heksacyjanozelazianu(1l) potasu K Fe(CN), - 3H,0. Uzupelni¢ do

100 ml woda.

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

3.5. Kwas chlorowodorowy 4 N.

3.6. Kwas chlorowodorowy 0,1 N.

3.7. Roztwér wodorotlenku sodu 0,1 N.

3.8. Odczynnik Luff-Schoorla. Dodaé roztwor kwasu cytrynowego (3.8.2) do roztworu weglanu sodu (3.8.3), ostroznie
mieszajac podczas dodawania. Nastgpnie dodaé roztwdr siarczanu miedzi (3.8.1) i uzupetni¢ woda do 1litra. Zostawi¢ na noc
i przesaczyd. Sprawdzi¢ normalno$¢ otrzymanego odezynnika (Cu 0,1 N, Na,CO, 2N). pH roztworn powinno wynosi¢ okolo

9,4.
3.8.1. Roztwor siarczanu miedzi: rozpusci¢ 25 g siarczanu miedzi CuSO, - 5H,0 w 100 ml wody.

3.8.2. Roztwér kwasu cytrynowego: rozpusci¢ 50 g kwasu cytrynowego C,H,O, - H,0 w 50 ml wody.

3.8.3. Roztwor weglanu sodu: rozpusci¢ 143,8 g bezwodnego weglanu sodu w 300 ml goracej wody. Ochlodzié.

3.9. Roztwdr tiosiarczanu(VI) sodu 0,1 N.

3.10. Roztwér skrobi: do 1 litra wrzacej wody doda¢ mieszaning skladajaca si¢ z 5 g skrobi rozpuszczonej w 30 ml wody.
Gotowaé 3 minuty, pozostawi¢ do ochtodzenia, a jesli to konieczne doda¢ 10 mg jodku rtgci jako $rodka konserwujacego.
Roztwor przygotowaé bezposrednio przed uzyciem.

3.11. Kwas siarkowy 6 N.

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

3.13. Granulki pumeksu oczyszczone przez gotowanie w kwasie chlorowodorowym, przemyte woda i wysuszone.

3.14. 3-metylobutanol.

4. APARATURA I SPRZET

Mieszarka obrotowa od 35 do 40 obr/min.

5, SPOSOB POSTEPOWANIA

5.1. Ekstrakcja probki

Odwazy¢ 2,5 g probki, z doktadnodcia do 1 mg, i umiesci¢ w kolbie miarowej o pojemnosci 250 ml. Doda¢ 200 ml etanolu
(3.1), miesza¢ w mieszarce bebnowej przez 1 godzine. Doda¢ 5 ml roztworu Carreza 1 (3.2) i mieszaé przez | minute. Dodaé
5 ml roztworu Carreza IT (3.3) i ponownie miesza¢ przez 1 minutg. Uzupetnié kolbg etanolem (3.1) do kreski, wymieszaé
i przesaczy¢. Pobra¢ 200 ml filtratu i odparowaé do potowy objgtosci w celu usunigcia wigkszosci etanolu. Przeniedé
iloSciowo pozostalo$¢ po odparowaniu do kolby miarowej o pojemnosci 200 ml przy uzyciu goracej wody, schtodzié,
uzupetni¢ woda do kreski, wymieszaé i, jezeli zajdzie potrzeba, przesaczyé. Roztwér ten bedzie nastgpnie uzyty do
oznaczenia zawarto$ci cukréw redukujacych i, po inwersji, catkowitej zawartosci cukrow.

5.2. Oznaczanie cukréw redukujgcych

Pobra¢ pipeta nie wigcej niz 25 ml roztworu zawierajacego mniej niz 60 mg cukréw redukujacych w przeliczeniu na glukozg.
Jezeli zajdzie potrzeba, uzupetni¢ woda destylowang do 25 ml i oznaczy¢ zawarto$¢ cukréw redukujacych metodg Luff-
-Schoorla. Wynik wyrazié jako procentowa zawarto$¢ glukozy w probee.



Dziennik Ustaw Nr 271 — 18989 — Poz. 2688

5.3. Oznaczenie catkowitej zawarto$ci cukrow po inwersji

Przenie$¢ pipeta 50 ml roztworu do kolby miarowej o pojemuosci 100 ml. Doda¢ kilka kropli roztworu oranzu metylowego
(3.4) i nastepnie, ostroznie mieszajac, dodawaé kwas chlorowodorowy 4 N (3.5) az do zmiany barwy cieczy na czerwong.
Dodaé 15 ml kwasu chlorowodorowego 0,1 N (3.6), zanurzy¢ kolbe w wrzacej taZni wodnej i pozostawi¢ przez 30 minut.
Szybko schlodzié do 20°C i dodaé 15 ml roztworu 0,1 N wodorotlenku sodu (3.7). Uzupelni¢ woda do 100 ml i wymieszaé.
Pobraé nie wigcej niz 25 ml roztworu zawierajacego mniej niz 60 mg cukréw redukcyjnych w przeliczeniu na glukozg. Jezeli
zajdzie konieczno$¢, uzupehi¢ do 25 ml destylowana wodg i oznaczy¢ zawarto$¢ cukréw redukujacych metoda Luff-
-Schoorla. Wynik wyrazi¢ jako procentowa zawarto$¢ glukozy lub, mnozac przez wspélczynnik 0,95, przeliczyé na
sacharoze.

5.4. Miareczkowanie metoda Luff-Schoorla

Odmierzy¢ pipeta 25 ml odczynnika Luff-Schoorla (3.8) i umieéci¢ w kolbie stozkowej o pojemnoéci 300 ml, dodaé
dokladnie 25 ml klarownego roztworu cukru. Dodaé 2 granulki pumeksu (3.13), ogrzewaé nad plomieniem, r¢cznie
mieszajac i doprowadzi¢ ciecz do wrzenia w ciagu okolo 2 minut. Natychmiast postawi¢ kolbg na siatce azbestowej o
érednicy 6 cm i zapali¢ pod nig plomien. Plomien powinien by¢ tak ustawiony, aby ogrzewane bylo tylko dno kolby. Natozy¢
na kolbe chlodnic¢ zwrotng. Gotowaé doktadnie 10 minut. Schtodzi¢ zimna woda i po 5 minutach miareczkowad.

Dodaé 10 ml roztworu jodku potasu (3.12) i od razu po tej czynnodci (zachowujac ostrozno$é ze wzgledu na ryzyko
powstania piany) doda¢ 25 ml kwasu siarkowego (3.11). Miareczkowaé roztworem tiosiarczanu(VI) sodu (3.9) do zmiany
barwy na z6ltg, dodac wskaZnik skrobiowy (3.10) i dokoniczyé miareczkowanie.

Przeprowadzi¢ takie samo miareczkowanie, odmierzajagc dokladnie 25 ml mieszaniny odczynnika Luff-Schoorla (3.8) i 25 ml
wody, po dodaniu 10 ml roztworu jodku potasu (3.12) i 25 ml kwasu siarkowego 6 N (3.11) bez gotowania.

6. OBLICZANIE WYNIKOW

Wykorzystujac tabele 1, okre§li¢ ilo§¢ glukozy w mg, ktéra odpowiada réznicy miedzy wynikami dwdch miareczkowan,
wyrazonych w mg zuzytego roztworu tiosiarczanu(VI) sodu 0,1 N. Wynik wyrazi¢ w procentach wagowych.

7. SPOSOB POSTEPOWANIA

7.1. W przypadku pasz bogatych w melasg i innych pasz, zwlaszcza niejednorodnych, odwazy¢ 20 g prébki i umiescié z
500 ml wody w kolbie miarowej o pojemnoéci 1 litra. Miesza¢ przez 1 godzing w mieszarce begbnowej. Sklarowaé
odczynnikami Carreza I (3.2) i Carreza II (3.3), zgodnie z (5.1) przy zastosowaniu czterokrotnie wigkszych ilosci kazdego
odczynnika. Uzupelni¢ do kreski 80% etanolem (V/V). Wymieszaé i przesaczy¢. Odparowaé etanol, zgodnie z (5.1). Jezeli w
roztworze nie ma dekstrynowanej skrobi, uzupetnié¢ do kreski woda destylowana.

7.2. W przypadku melasy i materiatéw paszowych bogatych w cukier i prawie wolnych od skrobi (straki drzewa Ceratonia
siliqua, suszone koticéwki burakéw cukrowych) odwazyé 5 g prébki. Prébke umiesci¢é w kolbie miarowej o pojemnosci
250 ml, dodaé¢ 200 ml wody destylowanej, mieszaé w mikserze przez 1 godzing lub dtuzej w razie koniecznosci. Roztwér
klarowaé odczynnikami Carreza I (3.2) i Carreza II (3.3), zgodnie z (5.1). Uzupetni¢ kolbg do kreski zimna woda, wymieszaé
i przesaczyé. Aby okresli¢ catkowita zawarto§é cukrow, postgpowaé dalej zgodnie z (5.3).

8. OBJASNIENIA

8.1. Aby zapobiec powstawaniu piany, wskazane jest dodanie (niezaleZznie od objeto$ci roztworu) okolo 1 ml
3-metylobutanolu (3.14) przed gotowaniem z odczynnikiem Luff-Schoorla.

8.2. Réznica pomigdzy zawartoécig calkowita cukréw po inwersji, w przeliczenin na glukozg, a zawarto$cia cukréow
redukujacych, w przeliczeniu na glukozg, pomnozona przez 0,95 daje procentowa zawarto$¢ sacharozy.

8.3. W przypadku oznaczania zawarto$ci cukrow redukujacych, z wylaczeniem laktozy, mozna zastosowaé dwie nastgpujace
metody:

8.3.1. Dia szacunkowych obliczen pomnozyé zawarto$é laktozy oznaczona inng metodg przez 0,675 i odjaé od wyniku
oznaczania zawartosci cukrow redukujgcych.

8.3.2. Aby dokladnie obliczy¢ zawarto$é cukréw redukujacych, z wyltaczeniem laktozy, ta sama prébka powinna byé uzyta do
dwéch koricowych oznaczen. Jedng analizg¢ przeprowadza sig na czgsci roztworu otrzymanego w (5.1), druga na czeéci
roztworu otrzymanego podczas oznaczania laktozy metoda stuzaca do jej oznaczania (po fermentacji innych rodzajéw
cukrow i sklarowaniu).

W obu przypadkach ilo§¢ cukru jest oznaczana metoda Luff-Schoorla i przeliczana na 1 mg glukozy. Jedna warto$é jest
odejmowana od drugiej i réznica jest wyrazana w procentach wagowych.

Przyklad.

Dwie pobrane objetosci roztworu do dwéch oznaczen odpowiadaja masie prébki 250 mg.

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

Réznica wynosi 16,6 mg glukozy.

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

wynosi:

4x 16,6
=6,64%
10
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Tabela 1. Wartosci dla 25 ml odczynnika Luff-Schoorla,
ml Na,S,0; 0,1 N, 2 minuty ogrzewania, 10 minut gotowania

Na,S,0, Glukoza, fruktoza, Laktoza Maltoza Na,S.0,
01N cukry inwertowane C,,H,,0,, C.H,,0,, 0,IN
C.H,,0,
ml mg réznica | mg réznica mg réznica ml
1 2,4 2,4 3,6 3,7 3,9 3,9 1
2 4.8 2,4 7,3 3,7 7,8 3,9 2
3 7,2 2,5 11,0 3,7 11,7 39 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 39 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
9 224 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 38 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 29 59,9 3.9 639 4,1 16
17 44,2 2,9 63,8 3.9 68,0 4,2 17
18 47,1 29 67,7 4,0 72,2 43 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 31 83,9 4,1 90,0 4,6 22
23 62,2 88,0 94,6 23
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2.11. OZNACZANIE LAKTOZY

1. CEL 1 ZAKRES

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

2. ZASADA METODY

Cukry s3 rozpuszczane w wodzie, a roztwér poddawany jest fermentacji w obecnosci drozdzy Saccharomyces cervevisae,

ktére nie rozkladaja laktozy. Po sklarowaniu i przesaczeniu zawarto$¢ laktozy w filtracie oznaczana jest metoda

Luff-Schoorla.

3. ODCZYNNIKI I ROZTWORY

3.1. Suspensja drozdzy Saccharomyces cervevisae: 25 g §wiezych drozdzy rozprowadzi¢ w 100 ml wody. Zawiesing
przechowywaé w lodéwece nie diuzej niz przez 1 tydzien od jej sporzadzenia.

3.2. Roztwér Carreza I:

Rozpuicié¢ w wodzie 21,9 g octanu cynku, Zn(CH,COOH), - 2H,0 i 3 g lodowatego kwasu octowego. Uzupelni¢ woda do

100 ml.
3.3. Roztwér Carreza II:
Rozpuécié w wodzie 10,6 g trihydratu heksacyjanozelazianu(IT) tetrapotasu [K Fe(CN),] - 3H,0. Uzupetni¢ woda do 100 ml.

3.4. Odczynnik Luff-Schoorla. Ostroznie mieszajac, dodac roztwér kwasu cytrynowego (3.4.2.) do roztworu weglanu sodu
(3.4.3). Nastgpnie dodaé roztwér siarczanu miedzi (3.4.1) i uzupelni¢ woda do 1litra. Zostawi¢ na noc do osadzenia
i przesaczy¢. Sprawdzi¢ normalnoé¢ otrzymanego odczynnika (Cu (II) 0,1 N, Na,CO; 2 N). pH roztworu powinno

wynosi¢ okoto 9,4.
3.4.1. Roztwdr siarczanu miedzi:
Rozpusci¢ 25 g siarczanu miedzi CuSO, - SH,0 wolnego od zelaza w 100 ml wody.

3.4.2. Roztwér kwasu cytrynowego:

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

3.4.3. Roztwér weglanu sodw:

Rozpuscié 143,8 g bezwodnego weglanu sodu w 300 ml gorgeej wody. Pozostawié¢ do schlodzenia.

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

3.6. Jodek potasu, roztwor 30% (m/V).

3.7. Kwas siarkowy o st¢zeniu 6 N.

3.8. Tiosiarczan sodu, roztwér 0,1 N.

3.9. Roztwér skrobi:

Dodaé mieszaning skladajaca si¢ z 5 g skrobi rozpuszczonej w 30 ml wody do 1 litra wrzacej wody. Gotowa¢ przez 3 minuty,
pozostawi¢ do ochlodzenia, a jesli to konieczne dodaé¢ 10 mg jodku rteci jako $rodka konserwujacego.

4. APARATURA I SPRZET

LaZnia wodna z termostatem ustawiona na temperatur¢ od 38 do 40°C.

5. SPOSOB POSTEPOWANIA

5.1. Odwazy¢ 1 g probki, z doktadno$cia do | mg, i umiesci¢ w kolbie miarowej o pojemnosci 100 ml. Dodaé od 25 do 30 ml
wody.

5.2. Umiesci¢ kolbg na wrzacej tazni wodnej i utrzymywad przez 30 minut, a nastepnie schtodzié do okoto 35°C. Dodaé 5 ml
zawiesiny drozdzy (3.1} i wymieszaé. Pozostawi¢ kolb¢ na 2 godziny na laZzni wodnej o temperaturze od 38 do 40°C.
Schtodzi¢ do okoto 20°C. Doda¢ 2,5 ml roztworu Carreza I (3.2) i mieszaé przez 30 sekund, nastepnie dodaé 2,5 ml roztworu
Carreza II (3.3) i ponownie mieszaé przez 30 sekund. Uzupehi¢ do 100 ml woda, wymieszaé i przesaczy¢. Pobraé pipeta
ilo$¢ filtratu nie wigksza niz 25 ml, ktéra zawiera od 40 do 80 mg laktozy, i umiesci¢ ja w kolbie stozkowej o pojemnosci
300 ml. W miarg¢ potrzeby uzupetnié woda do 25 ml. Przeprowadzié test §lepej préby z 5 ml zawiesiny drozdzowej (3.1).

5.3. Oznaczy¢ zawarto$¢ laktozy wedlug Luff-Schoorla, w nastgpujacy sposéb:

Dodaé dokladnie 25 ml odczynnika Luff-Schoorla (3.4) i dwie granulki pumeksu (3.5). Wstrzgsnaé recznie podczas
ogrzewania nad plomieniem, doprowadzi¢ do wrzenia i gotowaé przez okolo 2 minuty. Natychmiast odstawi¢ kolbe
Erlenmeyera na siatk¢ azbestowa o srednicy 6 cm. Zapali¢ plomieri pod siatkg i zwigkszac go stopniowo, tak aby tylko dno
kolby Erlenmeyera bylo ogrzewane. Nast¢pnie nalozy¢ na kolbg Erlenmeyera chlodnice zwrotng i gotowaé dokladnie przez
10 minut. Szybko schlodzi¢ w zimnej wodzie i po okoto 5 minutach miareczkowaé w nastepujacy sposéb:

Dodaé 10 ml roztworu jodku potasu (3.6) i natychmiast po tej czynnosci (zachowujgc ostroznoéé ze wzgledu na ryzyko
powstania piany) doda¢ 25 m! kwasu siarkowego (3.7). Miareczkowaé roztworem tiosiarczanu sodowego (3.8), dopdki nie
pojawi si¢ blady zélty kolor, nastgpnie dodaé kilka kropli wskaZnika skrobiowego (3.9) i dokoriczyé miareczkowanie.

5.4. Przeprowadzi¢ takie samo miareczkowanie z dokladnie sporzadzong mieszaning 25 ml odczynnika Luff-Schoorla (3.4),
25 ml wody, po dodaniu 10 ml roztworu jodku potasu (3.6) i 25 ml kwasu siarkowego (3.7), bez doprowadzania roztworu do
wrzenia.

5.5. Test §lepej proby

Przy uzyciu tej samej metody wykonaé analizg bez prébki.

6. OBLICZANIE WYNIKOW

Odczyta¢ z tabeli 1 zawarto§¢ laktozy w mg, ktéra odpowiada réznicy pomigdzy wynikami dwéch miareczkowan,
wyrazonych w ml roztworu tiosiarczanu sodu 0,1 N.

Wynik przedstawié¢ w procentach wagowych laktozy w prébce.

7. OBJASNIENIA

Dla produktow zawierajacych ponad 40% fermentujacych cukréw dodaé wigcej niz 5 ml zawiesiny drozdzy (3.1).
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ROZDZIAL 3

BADANIE AMINOKWASOW

3.1. OZNACZANIE AMINOKWASOW

1. CEL I ZAKRES

Metoda shuzy do oznaczania zawarto$ci wolnych (syntetycznych i naturalnych) oraz catkowitych (zwiazanych jako peptydy
i wolnych) aminokwaséw w paszach przy uzyciu analizatora aminokwaséw. Metoda ma zastosowanie do nastgpujacych
aminokwasOw: cystyny (cysteiny), metioniny, lizyny, treoniny, alaniny, argininy, kwasu asparaginowego, kwasu
glutaminowego, glicyny, histydyny, izoleucyny, leucyny, fenyloalaniny, proliny, seryny, tyrozyny i waliny. Metoda nie
pozwala odrdzni¢ soli aminokwaséw, a takze form D i L aminokwaséw. Nie mozna jej stosowac do oznaczania tryptofanu
i hydroksy analogéw aminokwaséw.

2. ZASADA METODY

2.1. Wolne aminokwasy

Wolne aminokwasy s3 ekstrahowane rozcieficzconym kwasem chlorowodorowym. Wyekstrahowane jednocze$nie
makroczasteczki zwigzkéw azotowych sg wytracane kwasem sulfosalicylowym i usuwane przez filtrowanie. Filtrowany
roztwdr jest doprowadzany do pH 2,20. Aminokwasy sg oddzielane w drodze chromatografii jonowymiennej i po reakcji
z ninhydryna, oznaczane poprzez fotometryczng detekcjg przy 570 nm.

2.2. Aminokwasy catkowite

Wybér sposobu postepowania zalezy od oznaczanych aminokwaséw. Cystyne (cysteing) i metioning nalezy przed hydroliza
poddaé utlenianiu, odpowiednio do kwasu cysteinowego i sulfonu metioniny. Tyrozyna powinna by¢ oznaczana
w hydrolizatach niepoddanych utlenienin. Wszystkie inne aminokwasy wymienione w (1) moga by¢ oznaczane w probee
utlenionej lub niepoddanej utlenianiu.

Utlenianie jest przeprowadzane w temperaturze 0°C przy uzyciu mieszaniny kwasu nadmréwkowego i fenolu. Nadmiar
odczynnika utleniajacego jest rozkladany za pomoca dwusiarczku sodu. Utleniona lub niepoddana utlenianiu prébka jest
hydrolizowana kwasem chlorowodorowym (¢ = 6 mol/l} przez 23 godziny. Hydrolizat jest doprowadzany do pH 2,20.
Aminokwasy sa oddzielane w drodze chromatografii jonowymiennej i, po reakcji z ninhydryna, oznaczane poprzez
fotometryczna detekcj¢ przy 570 nm (440 nm w przypadku proliny).

3. ODCZYNNIKI I ROZTWORY

Nalezy stosowaé wode redestylowang lub podobnej czystosci (przewodno$é < 10 uS).

3.1. Nadtlenek wodoru, w = 30%.

3.2. Kwas mréwkowy, w = 98 — 100%.

3.3. Fenol.

3.4. Dwusiarczek sodu.

3.5. Wodorotlenek sodu.

3.6. Kwas 5-sulfosalicylowy dwuhydrat.

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

3.8. Cytrynian trisodu, dwuhydrat.

3.9. 2,2' Tiodwuetanol (tiodwuglikol).

3.10. Chlorek sodu.

3.11. Ninhydryna.

3.12. Eter naftowy, temperatura wrzenia 40 — 60°C.

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

3.14. Azot (<10 ppm tlenu).

3.15. 1-oktanol.

3.16. Aminokwasy.

3.16.1. Substancje wzorcowe wymienione w (1). Czyste zwiazki, niezawierajace wody krystalizacyjnej, suszone pod préznia
w obecnoéci P,O; lub H,S0, przez okres | tygodnia przed uzyciem.

3.16.2. Kwas cysteinowy.

3.16.3. Sulfon metioniny.

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

Rozpusci¢ 300 g NaOH (3.5) w wodzie i uzupehic¢ do objgtoéei | litra.

3.18. Roztwér wodorotlenku sodu, ¢ = 1 mol/l.

Rozpusci¢ 40 g NaOH (3.5) w wodzie i uzupetni¢ do objgtosci 1 litra.

3.19. Roztwér wodny kwasu mréwkowego i fenolu:

Zmiesza¢ 889 g kwasu mréwkowego (3.2) z 111 g wody 1 doda¢ 4,73 g fenolu (3.3).

3.20. Mieszanina hydrolizujaca, ¢ = 6 mol HCI/], zawierajaca 1 g fenolw/l:

Dodaé 1 g fenolu (3.3) do 492 ml HC1 (3.7) i uzupelnic do 1 litra woda.

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

Pobrac 8,2 ml HCI (3.7), rozpuscié¢ w okoto 900 m! wody, dodaé 20 ml tiodwuglikolu (3.9) i uzupetni¢ do 1 litra woda (nie
miesza¢ bezposrednio odczynnikéw (3.7) 1 (3.9).

3.22. Kwas 5-sulfosalicylowy, p = 6%:

Rozpusci¢ 60 g kwasu 5-sulfosalicylowego (3.6) w wodzie i uzupetnié do 1 litra woda.
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3.23. Mieszanina utleniajaca (kwas nadmréwkowy — fenol):

Zmiesza¢ w malej zlewce 0,5 ml nadtlenku wodoru (3.1) z 4,5 ml wodnego roztworu kwasu mréwkowego i fenolu (3.19).
Utrzymywaé w temperaturze od 20 do 30°C przez 1 godzing w celu utworzenia kwasu nadmréwkowego, nastgpnie ochlodzié
w wodnej lazni lodowej (15 minut) przed dodaniem do prébki.

Unikaé kontaktu ze skorq i nosi¢ odziei ochronng.

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

Rozpuscié 19,61 g cytrynianu sodowego (3.8), 5 ml tiod wuglikolu (3.9), 1 g fenolu (3.3) i 16,50 ml HCI (3.7) w okoto 800 ml
wody. Doprowadzi¢ do pH 2,20. Uzupelni¢ do 1 litra woda.

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

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

3.27. Wzorcowe roztwory aminokwasdw. Roztwory nalezy przechowywaé w temperaturze ponizej 5°C.

3.27.1. Podstawowy wzorcowy roztwér aminokwaséw (3.16.1), kazdy o stezeniu ¢ = 2,5 pmol/ml, w kwasie
chlorowodorowym. Mogg by¢ stosowane gotowe wzorce.

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

Rozpuécié 0,2115 g kwasu cysteinowego (3.16.2) i 0,2265 sulfonu metioniny (3.16.3) w buforze cytrynianowym (3.24)
w kolbic miarowej o pojemnoéci litra i uzupelnié¢ do kreski buforem cytrynianowym. Przechowywaé w temperaturze
ponizej 5°C przez okres nie dluzszy niz 12 miesigcy. Tego roztworu nie nalezy przygotowywac, gdy podstawowy wzorcowy
roztwor (3.27.1) zawiera kwas cysteinowy i sulfon metioniny.

3.27.3. Podstawowy wzorcowy roztwdr wzorca wewnetrznego, np. norleucyna, ¢ = 20 pmol/1.

Rozpuscié 0,6560 g norleucyny (3.13) w buforze cytrynianowym (3.24) w kolbie miarowej i uzupelni¢ do 250 ml buforem
cytrynianowym. Przechowywaé w temperaturze ponizej 5°C przez okres nie dtuzszy niz 6 miesigcy.

3.27.4. Kalibracyjny roztwér wzorca aminokwaséw do uzycia z hydrolizatami, ¢ = 5 nmol/50 pl kwasu cysteinowego
i sulfonu metioniny i ¢ = 10 nmol/50 pl w przypadku innych aminokwaséw.

Rozpuscié 2,2 g chlorku sodu (3.10) w zlewce o pojemnoéci 100 ml z 30 ml buforu cytrynianowego (3.24). Dodaé 4,00 ml
podstawowego roztworu wzorcowego aminokwaséw (3.27.1), 4,00 ml podstawowego roztworu wzorcowego kwasu
cysteinowego i sulfonu metioniny (3.27.2) i, jezeli jest stosowany, 0,50 ml podstawowego roztworu wWzorcowego wzorca
wewngtrznego aminokwaséw (3.27.3). Doprowadzié do pH 2,20 za pomocg wodorotlenku sodu (3.18). Przenieéé ilo§ciowo
do kolby miarowej o pojemnoéci 50 ml, uzupehié do kreski buforem cytrynianowym (3.24) i wymieszaé. Przechowywaé w
temperaturze ponizej 5°C przez okres nie dluzszy niz 3 miesiace.

Z powodu réznic pomigdzy analizatorami aminokwaséw podawane tu kofcowe stgZzenia roztworéw wzorcowych
kalibracyjnych aminokwaséw (3.27.4) 1 (3.27.5) i hydrolizatu (5.3.4) nalezy traktowaé jako przykladowe.

Zakres liniowej odpowiedzi aparatu powinien zosta¢ sprawdzony dla wszystkich aminokwaséw.

Roztwér wzorcowy jest rozcienczany buforem cytrynianowym, tak aby otrzymac pik o $redniej powierzchni.

3.27.5. Kalibracyjny roztwér wzorca aminokwaséw do stosowania z hydrolizatami przygotowanymi zgodnie z (5.3.3.1) i do
uzycia z ekstraktami (5.2). R