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PIERWSZA DYREKTYWA KOMISJI
z dnia 15 czerwca 1971 r.

ustanawiajaca wspolnotowe metody analizy do celéw urzedowej kontroli pasz

(71/250/EWG)

KOMISJA WSPOLNOT EUROPEJSKICH,
uwzgledniajac Traktat ustanawiajacy Europejska Wspdlnote Gospodarcza,

uwzgledniajgc dyrektywe Rady z dnia 20 lipca 1970 r. w sprawie wprowadzenia wspélnotowych metod
pobierania prébek i analizy do celéw urzedowej kontroli pasz (1), w szczegdlnosci jej art. 2,

a takze majac na uwadze, co nastgpuje:

dyrektywa wymaga, zeby urzedowe kontrole pasz byly przeprowadzane wspélnotowymi metodami pobie-
rania probek i analizy w celu sprawdzenia zgodno$ci z wymaganiami przepisow ustawowych, wykonaw-
czych i administracyjnych, dotyczacych jakosci i skladu pasz;

nalezy ustanowi¢ najszybciej, jak to jest mozliwe, wszystkie niezbedne metody analizy, pierwszym etapem
W tym procesie jest ustanowienie metod oznaczania kwasu cyjanowodorowego, wapnia, weglanéw,
popiotu nieoczyszczonego, popiotu nierozpuszczalnego w HCl, chloru z chlorkéw, olejku gorczycznego,
laktozy, potasu, sodu, cukréw, teobrominy i mocznika oraz oznaczania alkaloidéw w lubinie i oszaco-
wania aktywnosci ureazy w produktach pochodzacych z soj;

$rodki przewidziane w niniejszej dyrektywie sa zgodne z opinia Stalego Komitetu ds. Pasz,

PRZYJMUJE NINIEJSZA DYREKTYWE;:

Artykut 1

Panstwa Czlonkowskie wymagaja, zeby analizy stosowane w ramach urz¢dowych kontroli pasz do ozna-

czania kwasu cyjanowodorowego, wapnia, weglanéw, popiotu nieoczyszczonego, popiolu nierozpuszczal-

nego w HCl, chloru z chlorkéw, olejku gorczycznego, laktozy, potasu, sodu, cukréw, teobrominy i mocz-

nika oraz oznaczania alkaloidéw w lubinie i oszacowania aktywnosci ureazy w produktach uzyskanych z

soi byly przeprowadzane przy uzyciu metod przedstawionych w Zalaczniku do niniejszej dyrektywy.
Artykut 2

Pafistwa Czlonkowskie najpézniej do dnia 1 lipca 1972 r. wprowadzajg w Zycie przepisy ustawowe, wyko-
nawcze i administracyjne niezbedne do wykonania niniejszej dyrektywy i niezwlocznie powiadamiajg o
tym Komisje.

Artykut 3

Niniejsza dyrektywa skierowana jest do Pafistw Czlonkowskich.

Sporzadzono w Brukseli, dnia 15 czerwca 1971 r.
W imieniu Komisji
Franco M. MALFATTI

Przewodniczgcy

(') Dz.U.L 170 z 3.8.1970, str. 2.
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ZALACZNIK
METODY ANALIZY SKEADNIKOW PASZ

1. WPROWADZENIE

Metody analizy sktadnikéw pasz sa ogdlnie stosowane do wszystkich pasz prostych i ztozonych. Jednakze pewne pasze
ze wzgledu na wlasciwe dla nich charakterystyki skladowe wymagaja indywidualnych metod analizy. Przypadki te
zostaly oméwione w opisie metod w czgéci zatytulowanej ,Uwagi”.

Jesli do oznaczenia skladnika paszy mozna uzy¢ dwoch lub wigkszej liczby metod, wybér metody nalezy do laborato-
rium badawczego, chyba ze ustalono inaczej; jednakze zastosowang metode nalezy wymieni¢ w §wiadectwie analizy.

Przygotowanie prébki do analizy

Istotne jest, zeby analiza chemiczna byla przeprowadzona na jednorodnej probee. Jednakze powinno by¢ mozliwe przepro-
wadzenie pewnych oznaczen makroskopowych lub mikroskopowych, a takze oznaczenie zawartosci wilgoci w probce
w takim stanie, w jakim zostala dostarczona do laboratorium. W celu spelnienia powyzszych dwdch wymagan pribke
nalezy podzielic na dwie czgsci. Jedng czes¢ nalezy badaé w stanie niezmienionym; drugg czes¢ nalezy przygotowal do analizy
chemicznej w nastepujgcy sposdb.

Probke podzieli¢ w aparaturze mechanicznej lub recznie po starannym wymieszaniu calo$ci na czystej, réwnej
powierzchni. W tym ostatnim przypadku wskazane jest korzystanie z metody ¢wiartkowania polegajacej na pobieraniu
prébek na zmiane z dwéch przeciwleglych czesci. Na koniec nalezy odwazy¢ do analizy porcje o masie réwnej w przy-
blizeniu 100 g i w razie potrzeby rozdrobnic¢ jg tak, aby cala probka przechodzita przez sito o okraglych oczkach o
$rednicy 1 mm. Natychmiast umiesci¢ probke w suchym pojemniku ze szczelng uszczelkg i zamknaé go.

Jesli prébka jest bardzo wilgotna, nalezy ja wstepnie wysuszy¢ tak, aby zmniejszy¢ jej wilgotno$¢ do zakresu 8-12 %.
Prébke nalezy suszy¢ w odpowiedniej temperaturze i odpowiednio diugo.

Odczynniki i aparatura

W opisie metod analizy wymienione sa tylko specjalne przyrzady lub aparatura, lub przyrzady wymagajace specjalnych
norm. Nie uznano za konieczne wymienianie calej aparatury lub wszystkich przyrzadow, ktére wchodza w sklad typo-
wego wyposazenia laboratoriéw badawczych.

Takze, jesli w zwigzku z rozcienczaniem lub wymywaniem wymieniana jest woda, oznacza ona zawsze wodg destylowang.
Podobnie blizej niesprecyzowane pojecie roztworu odczynnika oznacza roztwdr w wodzie destylowanej.

Okreslanie wynik6w

Wynik podany w $wiadectwie analizy ma by¢ wartoscia Srednig, uzyskang co najmniej w dwéch probach. Z zastrzeze-
niem specjalnych przepisow, wynik nalezy wyrazi¢ jako udzial procentowy odniesiony do pierwotnej probki w takim
stanie, w jakim zostala dostarczona do laboratorium. Wyniku nie wolno podawaé z wigksza liczba cyfr znaczacych, niz
pozwala na to dokladno$¢ zastosowanej metody analizy.
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2. OZNACZANIE KWASU WODOROCYJANOWEGO

1. Cel i zakres metody
Metoda ta umozliwia oznaczenie zawartosci kwasu wodorocyjanowego, wolnego i zwigzanego w postaci gliko-
zydoéw w paszach, w produktach wytwarzanych z nasion Inu, maczki manioku i w szczegdlnosci z niektérych
gatunkow fasoli.
2. Zasada
Prébka stanowi zawiesing w wodzie. Kwas wodorocyjanowy jest uwalniany poprzez dzialanie enzymdw, porywany
podczas destylacji z para wodng i zbierany w okreslonej objetosci kwasnego roztworu azotanu srebra. Cyjanek
srebra jest oddzielany poprzez filtrowanie, a nadmiar azotanu srebra jest odmiareczkowywany roztworem tiocyja-
nianu amonowego.
3. Odczynniki
3.1. Zawiesina stodkich migdalow: rozgnies¢ 20 blanszowanych stodkich migdaléow w 100 ml wody o tempera-
turze 37-40 °C. Sprawdzié, czy w 10 ml zawiesiny nie ma kwasu wodorocyjanowego, stosujac do tego celu
sodowy papierek pikrotowy lub przeprowadzajac Slepa probe zgodnie opisem w pkt 5 akapit ostatni.
3.2. 10-procentowy roztwor (procent wagowy) octanu sodowego, obojetny dla fenoloftaleiny.
3.3. Emulsja przeciwpienigca (np. silikon).
3.4. Kwas azotowy o gestosci 1,40.
3.5. Roztwor azotanu srebra: 0,02 N.
3.6. Roztwor tiocyjanianu amonowego: 0,02 N.

3.7. Nasycony roztwoér siarczanu zelazowo-amonowego.

3.8. Amoniak o gestosci 0,958.

4. Aparatura
4.1. Piec z termostatem nastawionym na 38 °C.

4.2. Aparatura do destylacji poprzez porywanie kropelek w parze, wyposazona w skraplacz z zakrzywionym
przedtuzaczem.

4.3. 1000-mililitrowe kolby o plaskim dnie, ze szlifowanymi korkami.
4.4. Kapiel olejowa.

4.5. Biureta wyskalowana co 1/20 ml.

5. Procedura

Odwazy¢ 20 g probki z dokladnoscia do 5 mg, umiesci¢ w jednolitrowej kolbie z plaskim dnem i dola¢ 50 ml
wody i 10 ml zawiesiny stodkich migdaléw (3.1). Zatka¢ kolbe i wstawi¢ do pieca na 16 godzin w temperaturze
38 °C. Nastepnie ostudzi¢ do temperatury pokojowej i dola¢ 80 ml wody, 10 ml roztworu octanu sodowego (3.2)
i krople emulsji przeciwpieniacej (3.3).

Podtaczy¢ kolbe do aparatury do destylacji z para wodna i umie$ci¢ w kapieli olejowej uprzednio podgrzanej do
temperatury nieco ponad 100 °C. Przedestylowaé 200-300 ml cieczy, przepuszczajac duzy strumien pary przez
kolbe i delikatnie podgrzewajac kapiel olejowa. Zebra¢ destylat w kolbie Erlenmeyera ostonigtej przed $wiatlem i
zawierajacej dokladnie 50 ml 0,02 N roztworu azotanu srebra (3.5) i 1 ml kwasu azotowego (3.4). Upewnic si¢,
czy przedtuzacz skraplacza jest zanurzony w roztworze azotanu srebra.

Przela¢ zawarto$¢ kolby Erlenmeyera do 500-mililitrowej kolby miarowej, uzupelni¢ do pelnej objetosci woda,
zamieszaé i przefiltrowaé. Odla¢ 250 ml filtratu, dodaé okolo 1 ml roztworu siarczanu zelazowo-amonowego
(3.7) i odmiareczkowa¢ nadmiar azotanu srebra 0,02 N roztworem tiocyjanianu amonowego (3.6) pobranego z
biurety wyskalowanej co 1/20 ml.

W razie potrzeby mozna przeprowadzi¢ probe slepg wedlug tej samej procedury zastosowanej do 10 ml zawiesiny
stodkich migdatéw (3.1) bez prébki przeznaczonej do analizy.
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6. Obliczanie wynik6w

Jesli Slepa proba wykaze, ze 0,02 N roztwor azotanu srebra zostal zuzyty, nalezy odjac jego objetos¢ od objetosci
zuzytej przez destylat z probki. 1 ml 0,02 N roztworu AgNO, odpowiada 0,54 mg HCN. Wynik wyrazi¢ jako
udzial procentowy w prébee.

. Uwagi

Jesli probka zawiera duzg ilo$¢ siarczkéw (np. fasola), tworzy si¢ czarny, wytracony osad siarczku srebra, ktory jest
filtrowany razem z osadem cyjanku srebra. Wytrgcanie si¢ osadu powoduje ubytek 0,02 N roztworu azotanu
srebra, ktérego objeto$¢ nalezy odja¢ od objetosci uzytej do obliczenia zawartosci HCN. W tym celu nalezy poste-
powaé w nastepujgcy sposéb:

Potraktowal pozostaly na filtrze osad 50 ml amoniaku (3.8), aby rozpusci¢ cyjanek srebra. Wymy¢ pozostatosé
rozcieficzonym amoniakiem, a nastgpnie oznaczy¢ w nim zawarto$¢ srebra. Przeliczy¢ uzyskang warto$¢ na obje-
to$¢ wml 0,02 N roztworu azotanu srebra.

Zawarto$¢ HCN w prébce mozna takze oznaczy¢ miareczkujac kwasny amoniakalny filtrat kwasem azotowym.

3. OZNACZANIE WAPNIA

. Cel i zakres metody

Metoda ta umozliwia oznaczenie zawarto$ci wapnia w paszach.

. Zasada

Wapn jest spopielany. Popidl jest traktowany kwasem chlorowodorowym, wapii wytracany w postaci szczawianu
wapnia. Wytrgcony osad jest rozpuszczany kwasem siarkowym i miareczkowany kwasem szczawiowym, ktéry
powstaje wraz z roztworem nadmanganianu potasu.

. Odczynniki

3.1. Czysty kwas chlorowodorowy o gestosci 1,14.

3.2. Czysty kwas azotowy o gestosci 1,40.

3.3. Czysty kwas siarkowy o gestosci 1,13.

3.4. Czysty amoniak o gestosci 0,98.

3.5. Zimny, nasycony roztwor czystego szczawianu amonowego.

3.6. 30-procentowy (procent wagowy) roztwor czystego kwasu cytrynowego.
3.7. 5-procentowy (procent wagowy) roztwér czystego chlorku amonowego.
3.8. 0,04-procentowy (procent wagowy) roztwor zieleni bromokrezolowej.

3.9. 0,1 N roztwér nadmanganianu potasu.

. Aparatura

4.1. Elektryczny piec muflowy z cyrkulacjg powietrza i termostatem.
4.2. Platynowe, kwarcowe lub porcelanowe tygle do spopielania.

4.3. Szklane tygle filtracyjne o porowatosci G,.
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5. Procedura

Odwazy¢ okolo 5 g prébki (lub wigcej w razie potrzeby) z dokladnoscig do 1 mg. Poddaé kalcynacje w tempera-
turze 550 °C i przenie$¢ popidt do 250-mililitrowej zlewki.

Doda¢ 40 ml kwasu chlorowodorowego (3.1), 60 ml wody i kilka kropel kwasu azotowego (3.2). Doprowadzi¢ do
wrzenia i utrzymywaé w temperaturze wrzenia przez 30 minut. Nastgpnie roztwér schlodzi¢ i przelaé do 250-mili-
litrowej kolby miarowej. Przeplukaé, uzupehni¢ woda do kreski, podda¢ homogenizacji i przefiltrowac.

Za pomocy pipety przenies¢ do 250-mililitrowej zlewki podwielokrotno$¢ zawierajacg 10-40 ml wapnia, stosownie
do zalozonej zawartosci wapnia. Doda¢ 1 ml roztworu kwasu cytrynowego (3.6) i 5 ml roztworu chlorku amono-
wego (3.7).

Uzupehi¢ woda do okolo 100 ml. Doprowadzi¢ do wrzenia, doda¢ 8-10 kropli roztworu zieleni bromokrezolowej
(3.8) i 30 ml cieplego roztworu szczawianu amonowego (3.5). Jesli wytraci si¢ osad, rozpusci¢ go, dodajac kilka
kropli kwasu chlorowodorowego (3.1).

Zobojetnia¢ bardzo powoli amoniakiem (3.4), ciagle mieszajac, dopéki pH nie osiagnie wartosci 4,4-4,6 (tj.
wskaznik zmieni kolor). Wstawi¢ zlewke do wrzacej wody i pozostawi¢ w niej przez 30 minut, aby wytragcony osad
osiadl. Wyjaé zlewke z kapieli wodnej, pozostawi¢ na godzing i przefiltrowaé zawarto$¢ przez tygiel filtracyjny G,.

Plukaé zlewke i tygiel wodg az do catkowitego usunigcia nadmiaru szczawianu amonowego (brak chlorku w
wodzie przemywajacej wskazuje na dostateczne przeplukanie).

Wytracony osad na filtrze rozpusci¢ w 50 ml cieplego kwasu siarkowego (3.3). Wyplukaé tygiel ciepla woda i
uzupekni¢ filtrat do okolo 100 ml. Podgrza¢ do temperatury 70-80 °C i miareczkowaé kropla po kropli roztworem
nadmanganianu potasu (3.9) az do uzyskania rézowego koloru, co bedzie trwato okolo minuty.

. Obliczanie wynikéw

1 ml 0,1 N roztworu nadmanganianu potasu odpowiada 2,004 mg wapnia. Uzyskany wynik wyrazi¢ jako udzial
procentowy w probcee.

. Uwagi

7.1. W przypadku bardzo malej zawartosci wapnia nalezy postgpowaé w sposob nastepujacy: przefiltrowaé osad
szczawianu wapnia przez filtr papierowy bez popiotu. Po wyptukaniu wysuszy¢ filtr z popiolem w tempera-
turze 550 °C w platynowym tyglu. Ponownie rozpusci¢ pozostalos¢ kilkoma kroplami kwasu siarkowego
(3.3), odparowa¢ do catkowitego wyschniecia, ponownie podda¢ kalcynacji w temperaturze 550 °C i zwazy¢.
Jesli p jest masa uzyskanego siarczanu wapnia, to zawarto§¢ wapnia w podwielokrotnosci pobranej jako
prébka wynosi p x 0,2944.

7.2. Jesli prébka sklada si¢ jedynie z substancji mineralnych, nalezy rozpusci¢ ja w kwasie chlorowodorowym bez
uprzedniego spopielania. W przypadku produktéw takich jak fosforan wapniowo-glinowy, ktére sg trudne do
rozpuszczenia w kwasie, przed rozpuszczeniem nalezy je stopi¢ w procesie alkalicznym w nastepujacy sposob:
wymieszaé starannie w platynowym tyglu prébke przeznaczong do analizy z mieszaning o masie réwnej
pieciokrotnej masie probki, skladajaca si¢ z réwnych czeSci weglanu potasu i weglanu sodu. Podgrzaé
dokladnie, dopdki mieszanina nie stopi si¢ calkowicie. Nastepnie schlodzi¢ i rozpusci¢ w kwasie chlorowodo-

rowym.

7.3. Jesli w prébee jest podwyzszona zawarto$¢ magnezu, nalezy wytraci¢ szczawian wapnia po raz drugi.
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4. OZNACZANIE WEGLANOW

. Cel i zakres metody

Metoda ta umozliwia oznaczenie zawartosci weglandw, tradycyjnie wyrazanej jako zawarto$¢ weglanu wapnia, w
wiekszo$ci pasz.

Jednakze w pewnych wypadkach (np. weglan zelaza) nalezy stosowaé szczegdlng metode.

. Zasada
Weglany s3 rozkladane w kwasie chlorowodorowym; uwalniany dwutlenek wegla zbierany jest w cylindrze
miarowym, a jego objeto$¢ poréwnywana z objetoscig uwolniona w tych samych warunkach przez znana ilo§¢
czystego weglanu wapnia.

. Odczynniki
3.1. Kwas chlorowodorowy czysty o gestosci 1,10.

3.2. Czysty weglan wapnia.

3.3. W przyblizeniu 0,1 N kwas siarkowy zabarwiony na czerwono metylem.

. Aparatura

Aparatura Scheiblera-Dietriecha (patrz schemat) lub aparatura réwnowazna.

. Procedura
W zaleznosci od zawarto$ci weglanu w probee odwazy¢ porcje probki w nastepujacy sposob:
0,5 g w przypadku produktéw zawierajacych 50-100% weglandw, wyrazonych zawartoscia weglanu wapniowego;

1 g w przypadku produktéw zawierajacych od 40 do 50 % weglanéw, wyrazonych zawarto$cia weglanu wapnio-
wego;

2-3 g w przypadku innych produktow.

Umiesci¢ probke w specjalnej kolbie (4) aparatury, wyposazonej w malg rurke z nietlukacego si¢ materiatu, zawie-
rajacg 10 ml kwasu chlorowodorowego (3.1) i polaczy¢ kolbe z aparatura. Odkrecié tréjdrogowy kurek (5) tak,
zeby rurka (1) miala polaczenie z otoczeniem. Za pomoca przesuwnej rurki (2) wypenionej zabarwionym kwasem
siarkowym (3.3), polaczonej z rurkg miarowa (1) ustawi¢ poziom cieczy na znaku zerowym. Odkreci¢ kurek (5) w

celu polaczenia rurek (1) i (3), a nastgpnie sprawdzié, czy poziom jest na zerze.

Wypuszczaé powoli kwas chlorowodorowy (3.1) na prébke, przechylajac kolbe (4). Wyréwnad ci$nienie, opusz-
czajac rurke (2). Potrzasac kolbg (4), dopdki nie ustanie wydzielanie dwutlenku wegla.

Przywroci¢ ci$nienie, ustalajac taki sam poziom cieczy w rurkach (1) i (2). Po kilku minutach, po ustaleniu si¢ obje-
tosci gazu, dokona¢ odczytu.

W tych samych warunkach przeprowadzi¢ probe kontrolna, poddajac probie 0,5 g weglanu wapniowego (3.2).

. Obliczanie wynikéw

Zawarto$¢ weglanéw w gramach, wyrazona jako udzial procentowy weglanu wapniowego w prdbce, obliczana jest
z nastepujacych wzoréw:

V x 100
T x 2P

gdzie:

V = objetos¢ CO,, w ml, wydzielona przez porcje probki.
T = objetos¢ CO,, w ml, wydzielona przez 0,5 g czystego CaCO,.

P = masa porcji probki, w gramach.
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7. Uwagi

7.1. Jesli porcja probki wazy ponad 2 g, najpierw nalezy wla¢ do kolby (4) 15 ml destylowanej wody i wymieszaé
przed rozpoczeciem préby. W prébie kontrolnej nalezy uzy¢ tej samej objetosci wody.

7.2. Jesli objeto$¢ uzytej aparatury rozni si¢ od objetosci aparatury Scheiblera-Dietricha, nalezy odpowiednio dopa-
sowal porcje pobrane z probki i z substancji kontrolnej, jak réwniez obliczy¢ wyniki.

APARATURA SCHEIBLERA-DIETRICHA DO OZNACZANIA CO,

[7%)
360

o @Dt 20

R

Skala 1:8

(Wymiary w mm)
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5. OZNACZANIE NIEOCZYSZCZONEGO POPIOLU

. Cel i zakres metody

Metoda ta umozliwia oznaczenie zawartosci nieoczyszczonego popiotu w paszach.

. Zasada

Probka jest spopielana w temperaturze 550 °C; pozostalo¢ jest wazona.

. Odczynniki

20-procentowy (procent wagowy) roztwor azotanu amonowego.

. Aparatura

4.1. Plyta grzejna.
4.2. Piec muflowy z termostatem.

4.3. Tygle do spopielania wykonane z platyny lub stopu platyny i zlota (10 % Pt, 90 % Au), prostokatne (60 x 40
x 25 mm) lub okragle (Srednica: 60-75 mm, wysoko$é: 20-25 mm).

. Procedura

Z dokladno$cia do 1 mg odwazyé 5 g prébki (2,5 g w przypadku produktéw wykazujacych tendencje do
pecznienia) i umieci¢ w tyglu do spopielania, ktéry zostal wezesniej wyprazony i wytarowany. Umiesci¢ tygiel na
plycie grzejnej i stopniowo podgrzewa¢ do momentu zweglenia sig substancji. Wstawic¢ tygiel do pieca muflowego
nastawionego na temperatur¢ 550 °C + 5 °C. Trzymaé w tej temperaturze do momentu uzyskania bialego, jasno-
szarego lub czerwonawego popiolu, ktéry wydaje si¢ pozbawiony czastek zawierajacych wegiel. Umiesci¢ tygiel w
suszarce, pozostawi¢ do ostygnigcia i natychmiast zwazyc¢.

. Obliczanie wynikéw

Obliczy¢ masg¢ pozostatosci, odejmujac targ.

Wynik wyrazi¢ jako udzial procentowy w prébee.

. Uwagi

7.1. Popidt substangji trudnych do spopielenia nalezy poddaé wstepnemu spopielaniu, co najmniej przez 3 godziny,
nastepnie ostudzi¢ i doda¢ kilka kropli 20-procentowego roztworu azotanu amonowego (trzeba to robié
ostroznie, aby unikna¢ rozproszenia lub zbrylenia). Po wysuszeniu w piecu kontynuowa¢ kalcynacje. W razie
potrzeby powtdrzy¢ operacje az do calkowitego spopielenia.

7.2. W przypadku substancji odpornych na obrébke opisang w ppkt 7.1 nalezy postgpowaé w nastepujacy sposob:
po spopiclaniu przez 3 godziny wrzuci¢ popiét do cieplej wody i przefiltrowaé przez maly filtr pozbawiony
popiotu. Spopieli¢ filtr wraz z zawartoicia w pierwotnym tyglu. Umiescic filtrat w ochtodzonym tyglu, odpa-
rowa¢ do catkowitego wysuszenia, spopieli¢ i zwazy¢.

7.3. W przypadku olejéw i thiszczow nalezy dokladnie odwazy¢ probke o masie okolo 25 g w tyglu o odpowied-
nich wymiarach. Zwegli¢ substancje, podpalajac ja wraz z paskiem pozbawionego popiotu filtra papierowego.
Po spaleniu zwilzy¢ niewielka iloscia wody. Wysuszy¢ i spopieli¢ zgodnie z opisem w pkt 5.
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6. OZNACZANIE POPIOLU NIEROZPUSZCZALNEGO W KWASIE CHLOROWODOROWYM

1. Cel i zakres metody

Metoda ta umozliwia oznaczenie zawarto$ci w paszach substancji mineralnych, ktére nie rozpuszczaja si¢ w kwasie
chlorowodorowym. W zaleznos$ci od wiasciwosci probki mozna stosowaé dwie metody.

1.1.

1.2

2.1

2.2

3.1.

3.2

3.3.

Metoda A: stosowana do prostych pasz organicznych i do wigkszoéci pasz zlozonych;

Metoda B: stosowana do zwigzkéw i mieszanek mineralnych, jak réwniez do zlozonych pasz, w ktérych
zawarto$¢ substancji nierozpuszczalnych w kwasie chlorowodorowym, okre§lona wedlug metody A, jest
wigksza niz 1 %.

. Zasada

Metoda A: prébka jest spopielana; popidl jest gotowany w kwasie chlorowodorowym, a nierozpuszczalna
pozostatos¢ filtrowana i wazona.

Metoda B: probka jest traktowana kwasem chlorowodorowym. Roztwor jest filtrowany, pozostalo$¢ spopie-
lana, a uzyskany popiét poddawany obrébee zgodnie z metoda A.

. Odczynniki

3 N kwas chlorowodorowy.
20-procentowy roztwor (udzial wagowy) kwasu tréjchlorooctowego.

1-procentowy roztwér (udzial wagowy) kwasu tréjchlorooctowego.

4. Aparatura

5.

4.1. Plyta grzejna.

4.2. Elektryczny piec muflowy z termostatem.

4.3. Tygle do spopielania wykonane z platyny lub stopu platyny i zlota (10 % Pt, 90 % Au) prostokatne (60 x 40 x
25 mm) lub okragle ($rednica: 60-75 mm, wysoko$¢: 20-25 mm).

Procedura

5.1. Metoda A
Spopieli¢ probke za pomocg metody opisanej w oznaczaniu nieoczyszczonego popiotu. Mozna takze uzyé
popiotu, ktéry uzyskano z tamtej analizy.
Zmy¢ popiét do zlewki o pojemnosci 250-400 ml, dodajac 75 ml 3 N kwasu chlorowodorowego (3.1).
Ciecz doprowadzi¢ powoli do wrzenia i gotowaé delikatnie przez 15 minut. Przefiltrowac goracy roztwér
przez filtr papierowy pozbawiony popiotu, a pozostalos¢ wymywacé goraca woda, dopdki reakcja z kwasem
przestanie by¢ widoczna. Wysuszy¢ filtr zawierajacy pozostalo$¢ i spopieli¢ go w wytarowanym tyglu w
temperaturze nie nizszej niz 550 °C i nie wyzszej niz 700 °C. Ochlodzi¢ w eksykatorze i zwazy¢.

5.2. Metoda B

Odwazy¢ 5 g probki z dokladnoscig do 1 mg i wsypa do zlewki o pojemnosci 250-400 ml. Nastepnie
dodawac kolejno 25 ml wody i 25 ml 3 N kwasu chlorowodorowego (3.1), wymiesza¢ i odczekaé, az prze-
stanie pieni¢ si¢. Dodac kolejne 50 ml 3 N kwasu chlorowodorowego (3.1). Odczekad, az ustanie wydzielanie
gazu, nastepnie wstawi¢ zlewke do wrzacej wody i pozostawi¢ w niej na 15 minut lub, w razie potrzeby, na
dtuzej w celu doktadnego shydrolizowania ewentualnej skrobi.
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Przefiltrowa¢ ciepla zawarto$¢ zlewki przez filtr bez popiotu i przemy¢ filtr w 50 ml cieplej wody (patrz pkt
7). Whozy¢ filtr zawierajacy pozostalo$¢ do tygla do spopielania, wysuszy¢ go i spopieli¢ w temperaturze nie
nizszej niz 550 °C i nie wyzszej niz 700 °C. Zmy¢ popidl do zlewki o pojemnosci 250-400 ml, dodajac
75 ml 3 N kwasu chlorowodorowego (3.1); kontynuowa¢ czynnosci opisane w ppkt 5.1 akapit drugi.

6. Obliczanie wynikow

Obliczy¢ mase pozostatosci, odejmujac tare. Wynik wyrazi¢ jako udziat procentowy w prébee.

. Uwagi

Jesli filtrowanie okaze si¢ trudne, nalezy ponowi¢ analize, zastepujac 50 ml 3 N kwasu chlorowodorowego (3.1)
50 ml 20-procentowego kwasu trojchlorooctowego (3.2) i przemywajac filtr cieplym roztworem 1-procentowego
kwasu tréjchlorooctowego (3.3).

7. OZNACZANIE CHLORU Z CHLORKOW

. Cel i zakres metody

Metoda ta umozliwia oznaczenie zawartosci chloru w chlorkach rozpuszczalnych w wodzie, tradycyjnie wyrazanej
zawartoscia chlorku sodu. Metodg te¢ stosuje si¢ do wszystkich pasz.

. Zasada

Chlorki sg rozpuszczane w wodzie. Jesli produkt zawiera substancj¢ organiczng, jest on oczyszczany. Roztwor jest
nieznacznie zakwaszany kwasem azotowym, a chlorki wytracane w postaci chlorku srebra za pomocg roztworu
azotanu srebra. Nadmiar azotanu srebra jest miareczkowany roztworem tiocyjanianu amonowego metoda
Volharda.

. Odczynniki

3.1. 0,1 N roztwér tiocyjanianu amonowego.

3.2. 0,1 N roztwdr azotanu srebra.

3.3. Nasycony roztwor siarczanu zelazowo-amonowego.
3.4. Kwas azotowy o gestosci 1,38.

3.5. Czysty eter etylowy.

3.6. Czysty aceton.

3.7. Roztwér Carreza I: rozpuéci¢ w wodzie 21,9 g octanu cynkowego Zn(CH,COO), - 2H,0 i 3 g kwasu octo-
wego lodowatego. Uzupehi¢ woda do 100 ml.

3.8. Roztwér Carreza II: rozpusci¢ w wodzie 10,6 g zelazocyjanku potasowego K,Fe (CN), - 3H,0. Uzupeknié
woda do 100 ml.

3.9. Czysty wegiel aktywny, bez chlorkéw i nieabsorbujacy ich.

. Aparatura

Mieszarka (bgbnowa): okoto 35-40 obr/min.

5. Procedura

5.1. Przygotowanie roztworu
Zaleznie od rodzaju probki przygotowac roztwor wedtug ppkt 5.1.1, 5.1.2 lub 5.1.3.

Jednoczesnie przeprowadzi¢ prébe slepg bez prébki przeznaczonej do analizy.
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5.1.1. Probki niezawierajgce substancji organicznej

Z dokladnoscia do 1 mg odwazy¢ prébke o masie nie wigkszej niz 10 g, zawierajacg nie wigcej niz
3 g chloru w postaci chlorkow. Probke umiesci¢ w kolbie miarowej o pojemnosci 500 ml, dolaé
400 ml wody o temperaturze okoto 20 °C. Mieszaé przez 30 minut w mieszarce bgbnowej,
uzupehi¢ do pierwotnej objetosci, poddaé homogenizacji i przefiltrowac.

5.1.2. Probki zawierajgce substancje organiczng, z wyjgtkiem produktéw wymienionych w ppkt 5.1.3

Z doktadnoscig do 1 mg odwazy¢ probke o masie okolo 5 g i razem z 1 g aktywnego wegla
wlozy¢ do kolby miarowej o pojemnosci 500 ml. Dola¢ 400 ml wody o temperaturze okolo 20 °C
i 5 ml roztworu Carreza I (3.7). Nastepnie wymieszaé, doda¢ 5 ml roztworu Carreza II (3.8).
Mieszaé przez 30 minut w mieszarce bebnowej, uzupemi¢ do pelnej objetosci, poddaé homogeni-
zacji i przefiltrowad.

5.1.3. Pasze gotowane, makuchy i mgczka Iniana, produkty bogate w mgczke Iniang i inne produkty bogate w
substancje kleiste lub koloidalne (np. skrobia dekstrynowana)

Przygotowacé roztwor zgodnie z ppkt 5.1.2, lecz nie filtrowaé go. Przelaé sklarowany plyn (w razie
potrzeby odwirowac), odla¢ 100 ml cieczy sklarowanej nad osadem i przenies¢ do kolby miarowej o
pojemnoéci 200 ml. Wymieszac z acetonem (3.6) i uzupehni¢ tym rozpuszczalnikiem do pelnej obje-
tosci. Podda¢ homogenizacji i przefiltrowac.

5.2. Miareczkowanie

Za pomocy pipety przenie$¢ do kolby Erlenmayera 25-100 ml filtratu (zaleznie od zalozonej zawartosci
chloru) uzyskanego zgodnie z opisem w ppkt 5.1.1, 5.1.2 lub 5.1.3. Podwielokrotno$¢ nie moze zawieraé
wigcej niz 150 mg chloru (Cl). W razie potrzeby rozcienczy¢ wodg, aby otrzymaé objeto$¢ nie mniejsza niz
50 ml, doda¢ 5 ml kwasu azotowego (3.4), 20 ml nasyconego roztworu siarczanu zelazowo-amonowego
(3.3) i 2 krople roztworu tiocyjanianu amonowego (3.1) przeniesionego za pomoca biurety wypelnionej do
znaku zerowego. Za pomocg biurety przenosi¢ roztwor azotanu srebra (3.2) w taki sposéb, aby uzyskaé
dodatkowo 5 ml. Doda¢ 5 ml eteru etylowego (3.5) i mocno potrzasnaé, aby skoagulowaé osad.

Nadmiar azotanu srebra odmiareczkowaé roztworem tiocyjanianu amonowego (3.1), dopdki przez jedna
minutg nie bedzie utrzymywalo si¢ rudawo-brazowe zabarwienie.

6. Obliczanie wynikow

Zawarto$¢ wagowa chloru p, wyrazong zawartoscig chlorku sodu, wystepujaca w filtracie pobranym do miareczko-
wania, oblicza si¢ z nastgpujacego wzoru:

p = 5845 (V, -V,) mg
gdzie:
V, = objetos¢ (ml) dodanego 0,1 N roztworu azotanu srebra,
V, = objetos¢ (ml) 0,1 N roztworu tiocyjanianu amonowego uzytego do miareczkowania,

Jesli Slepa préba wykaze, ze 0,1 N roztwér azotanu srebra zostal zuzyty, nalezy odjaé jego objeto$¢ od objetosci

(Vl - Vz)~

. Uwagi

7.1. Miareczkowanie mozna takze przeprowadza¢ metoda potencjometryczna.

7.2. W przypadku produktéw o bardzo duzej zawartosci olejow i thuszczéw, najpierw nalezy je odttuscié eterem
etylowym lub lekka ropa naftowa.

7.3. W przypadku maczki rybnej miareczkowanie mozna przeprowadzi¢ metoda Mohra.
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8. OZNACZANIE OLEJKU GORCZYCZNEGO

. Cel i zakres metody

Metoda ta umozliwia oznaczenie zawartosci olejku gorczycznego w makuchach sporzadzonych z gatunkéw Bras-
sica i Sinapis oraz w zlozonych paszach, zawierajacych makuchy sporzadzone z powyzszych gatunkéw. Zawartosé
olejku gorczycznego wyrazona jest zawarto$cig izotiocyjanianu allilu, ktéry mozna wyekstrahowal za pomoca

pary.

. Zasada

Prébka stanowi zawiesing w wodzie. Olejek gorczyczny jest uwalniany przez dzialanie enzyméw, ekstrahowany
podczas destylacji z etanolem i zbierany w rozcienczonym amoniaku. Cieply roztwor jest traktowany okreslong
objetoscig roztworu azotanu srebra, a nastgpnie chlodzony i filtrowany. Nadmiar azotanu srebra jest miareczko-
wany roztworem tiocyjanianu amonowego.

. Odczynniki

3.1. Gorczyca jasna (Sinapis alba).

3.2. 95-96-procentowy etanol (procent wagowy).
3.3. Emulsja przeciwpieniaca (np. silikon).

3.4. Amoniak o gestosci 0,958.

3.5. 0,1 N roztwdr azotanu srebra.

3.6. 0,1 N roztwér tiocyjanianu amonowego.
3.7. Kwas azotowy o gestosci 1,40.

3.8. Nasycony roztwor siarczanu zelazowo-amonowego.

. Aparatura

4.1. 500-mililitrowe kolby o plaskim dnie, ze szlifowanymi korkami szklanymi.

4.2. Aparatura do destylacji wyposazona w skraplacz oraz w urzadzenie zapobiegajace porywaniu kropelek.

. Procedura

Z dokladnoscig do 1 mg odwazy¢ 10 g probki, umiesci¢ w 500-mililitrowej kolbie z plaskim dnem i dodaé 2 g
drobno zmielonej gorczycy jasnej (3.1) (Zrédlo zaczynu) i 200 ml wody o temperaturze 20 °C. Zatka¢ kolbe i
pozostawi¢ na okolo 2 godziny w temperaturze 20 °C, czesto potrzasajac. Nastepnie dodaé 40 ml etanolu (3.2) i
krople emulsji przeciwpieniacej (3.3). Przedestylowaé okolo 150 ml roztworu i zebraé destylat w 250-mililitrowej
kolbie miarowej zawierajacej 20 ml amoniaku (3.4), upewniajac si¢, czy koniec skraplacza jest zanurzony w cieczy.
Dodaé do roztworu amoniaku 50 ml 0,1 N roztworu azotanu srebra (3.5) (lub wigcej w razie potrzeby). Nad
kolbg miarowa umie$ci¢ maly lejek i podgrzewaé mieszaning nad wrzaca woda przez godzing. Pozostawi¢ do
ostygnigcia, uzupehi¢ woda do pelnej objetosci, zamieszaé i przefiltrowaé. Odlaé 100 ml czystego filtratu, dodaé
5 ml kwasu azotowego (3.7) i w przyblizeniu 5 ml roztworu siarczanu zelazowo-amonowego (3.8). Odmiarecz-
kowa¢ nadmiar azotanu srebra na powrocie 0,1 N roztworem tiocyjanianu amonowego (3.6).

Przeprowadzi¢ §lepg probe wedug tej samej procedury, biorac do préby 2 g drobno zmielonej jasnej gorczycy, nie
naruszajac probki przeznaczonej do analizy.

. Obliczanie wynikéw

Odja¢ objetos¢ 0,1 N roztworu azotanu srebra zuzytego w Slepej prébie od objetosci zuzytej przez probke w
roztworze. Uzyskana warto$¢ jest objetoscia (w ml) 0,1 N roztworu azotanu srebra zuzytego przez olejek
gorczyczny zawarty w probce. 1 ml 0,1 N roztworu AgNO, odpowiada 4,956 mg izotiocyjanianu allilu. Wynik
wyrazi¢ jako udzial procentowy w prébce.
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9. OZNACZANIE LAKTOZY

1. Cel i zakres metody

Metoda ta umozliwia oznaczenie zawartosci laktozy w paszach zawierajacych ponad 0,5 % laktozy.

. Zasada

Cukry rozpuszczane sa w wodzie. Roztwor jest poddawany fermentacji drozdzowej z udzialem drozdzy Saccharo-
myces cerevisiae, ktére nie rozkladaja laktozy. Po oczyszczeniu i przefiltrowaniu zawarto$¢ laktozy w filtracie ozna-
czana jest metodg Luffa-Schoorla.

. Odczynniki

3.1. Zawiesina drozdzy Saccharomyces cerevisiae: rozprowadzi¢ 25 g $wiezych drozdzy w 100 ml wody. Zawie-
sing mozna przechowywa¢ w lodéwce maksymalnie przez tydzien.

3.2. Roztwér Carreza I: rozpusci¢ w wodzie 21,9 g octanu cynkowego Zn(CH,COO), - 2H,0 i 3 g kwasu octo-
wego lodowatego. Uzupelni¢ woda do 100 ml.

3.3. Roztwor Carreza II: rozpusci¢ w wodzie 10,6 g zelazocyjanku potasowego K, Fe(CN,) - 3H,0. Uzupehié
wodg do 100 ml.

3.4. Odczynnik Luffa-Schoorla:

Starannie mieszajac, wla¢ roztwér kwasu cytrynowego (3.4.2) do roztworu weglanu sodowego (3.4.3). Dolaé
roztworu siarczanu miedziowego (3.4.1) i uzupehi¢ wodg do 1 1. Odstawi¢ roztwér na noc do odstania si¢
i przefiltrowal. Sprawdzi¢, czy uzyskany odczynnik jest wlasciwy (Cu 0,1 N; Na,CO; 2 N). Warto$¢ pH
roztworu powinna wynosi¢ w przyblizeniu 9,4.

3.4.1. Roztwor siarczanu miedziowego: rozpusci¢ 25 g czystego siarczanu miedziowego CuSO, - 5H,0,
pozbawionego zelaza, w 100 ml wody.

3.4.2. Roztwor kwasu cytrynowego: rozpusci¢ 50 g czystego kwasu cytrynowego C,H,O, - H,O w 50 ml
wody.

3.4.3. Roztwor weglanu sodowego: Rozpusci¢ 143,8 g czystego, bezwodnego weglanu sodowego w okoto
300 ml cieplej wody. Pozostawi¢ do ostygnigcia.

3.5. Granulowany pumeks gotowany w kwasie chlorowodorowym, wyplukany w wodzie i wysuszony.
3.6. 30-procentowy roztwor (procent wagowy) jodku sodowego.

3.7. 6 N kwas siarkowy.

3.8. 0,1 N roztwor tiosiarczanu sodowego.

3.9. Roztwor skrobi: doda¢ mieszaning 5 g skrobi rozpuszczonej w 30 ml wody do 1 1 wrzacej wody. Gotowad
przez 3 minuty, pozostawi¢ do ostygniecia i w razie potrzeby doda¢ 10 mg jodku rteciowego jako $rodka
konserwujacego.

. Aparatura

Kapiel wodna z termostatem nastawionym na temperature 38-40 °C.

. Procedura

Z dokladno$cig do 1 mg odwazy¢ 1 g probki i umiesci¢ porcje probki w 100-mililitrowej kolbie miarowej.
Doda¢ 25-30 g wody. Wstawic kolb¢ do wrzacej wody na 30 minut, a nastgpnie ostudzi¢ do temperatury okoto
35 °C. Doda¢ 5 ml zawiesiny drozdzy (3.1) i podda¢ homogenizacji. Pozostawi¢ kolbe w kapieli wodnej na 2
godziny w temperaturze 38-40 °C. Ostudzi¢ do temperatury okofo 20 °C.

Doda¢ 2,5 ml roztworu Carreza I (3.2) i mieszaé przez 30 sekund, nastepnie doda¢ 2,5 ml roztworu Carreza II
(3.3) i ponownie mieszaé przez 30 sekund. Uzupelni¢ wodg do 100 ml, wymieszaé i przefiltrowac. Pipeta odmie-
rzy¢ porcje filtratu nieprzekraczajacg 25 ml, ktora zawiera 40-80 mg laktozy, i przenie$¢ ja do kolby Erlen-
meyera o pojemnosci 300 ml. W razie potrzeby uzupehi¢ woda do 25 ml.
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Przeprowadzi¢ $lepg prébe wedtug tej samej procedury, biorac do proby 5 ml zawiesiny drozdzy (3.1).

Oznaczy¢ zawarto$¢ laktozy metoda Luffa-Schoorla w nastgpujacy sposob: doda¢ dokladnie 25 ml odczynnika
Luffa-Schoorla (3.4) i 2 granulki pumeksu (3.5). Miesza¢ recznie jednoczesnie podgrzewajac na wolnym ogniu o
$redniej wielkosci i doprowadzi¢ ciecz do wrzenia w ciggu 2 minut. Natychmiast postawi¢ kolbe Erlenmeyera na
siatce drucianej pokrytej azbestem z otworem o $rednicy okolo 6 c¢m, pod ktorym pali si¢ ogief. Wielkos¢
plomienia nalezy regulowaé w taki sposéb, aby podgrzewane bylo tylko dno kolby. Do kolby Erlenmeyera
zamontowaé chlodnicg zwrotna. Zawarto$¢ kolby gotowal dokfadnie przez 10 minut. Ostudzi¢ natychmiast w
zimnej wodzie i po uplywie okoto pigciu minut miareczkowad w nastgpujacy sposéb:

Doda¢ 10 ml roztworu jodku potasowego (3.6) i natychmiast po tym (ostroznie ze wzgledu na ryzyko nadmier-
nego pienienia) doda¢ 25 ml 6 N kwasu siarkowego (3.7). Miareczkowa¢ 0,1 N roztworem tiosiarczanu sodo-
wego (3.8), az do momentu pojawienia si¢ metnego zoltego koloru, dodaé¢ wskaznik skrobiowy (3.9) i zakonczy¢
miareczkowanie.

Przeprowadzi¢ takie samo miareczkowanie dokladnie odmierzonej mieszaniny 25 ml odczynnika Luffa-Schoorla
(3.4) i 25 ml wody, po dodaniu 10 ml roztworu jodku potasowego (3.6) i 25 ml 6 N kwasu siarkowego (3.7)
bez gotowania.

. Obliczanie wynikéw

Korzystajac z zalaczonej tabeli, ustali¢ ilos¢ laktozy w mg, ktéra odpowiada réznicy miedzy wynikami dwoch
miareczkowan, wyrazonej w ml 0,1 N tiosiarczanu sodowego.

Wynik wyrazi¢ jako udzial procentowy czgsci bezwodnej laktozy w prébee.

. Uwagi

W przypadku produktéw zawierajacych ponad 40-procentowego cukru ulegajacego fermentacji, nalezy uzy¢
ponad 5 ml zawiesiny drozdzy (3.1).

Tabela wartosci dla 25 ml odczynnika Luffa-Schoorla

objeto$¢ 0,1 N Na,S,0, (ml), podgrzewanie — 2 min, gotowanie — 10 min

NesS:0s Clukoza, Vf;;fgogjﬁigy Laktoza C,,H,,0,, Maltoza C,,H,,0,, NesS.0s
ml mg rdznica mg rdznica mg rdznica ml
1 2,4 2,4 3,6 3,7 3,9 3,9 1
2 4,8 2,4 7,3 3,7 7,8 3,9 2
3 7,2 2,5 11,0 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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1.

10. OZNACZANIE POTASU

Cel i zakres metody

Metoda ta umozliwia oznaczenie zawartosci potasu w paszach.

. Zasada

Prébka jest spopielana, a popidt rozpuszczany w kwasie chlorowodorowym. Zawarto$¢ potasu w roztworze ozna-
czana jest metoda fotometrii plomieniowej w obecnosci chlorku cezu i azotanu glinu. Dodanie tych substancji w
duzym stopniu eliminuje zaklocenia pochodzace od pierwiastkow przeszkadzajacych.

. Odczynniki

3.1. Czysty kwas chlorowodorowy o gestosci 1,12.

3.2. Czysty chlorek cezu.

3.3. Azotan glinowy AI(NO,), - 9H,0 chemicznie czysty.
3.4. Czysty, bezwodny chlorek potasowy.

3.5. Srodek wigzacy (substancje przeszkadzajgce): rozpuscié w wodzie 50 g chlorku cezu (3.2) i 250 g azotanu
glinowego (3.3), uzupehi¢ woda do 1 1i podda¢ homogenizacji. Przechowywac w plastikowych butelkach.

3.6. Wzorcowy roztwér potasu: rozpusci¢ w wodzie 1,907 g chlorku potasowego (3.4), doda¢ 5 ml kwasu chlo-
rowodorowego (3.1), uzupelni¢ wodg do 1 11 podda¢ homogenizacji. Przechowywaé w plastikowych butel-
kach. 1 ml tego roztworu zawiera 1,00 mg potasu.

4. Aparatura

5.

4.1. Platynowe, kwarcowe lub porcelanowe tygle do spopielania, w razie potrzeby z pokrywkami.
4.2. Elektryczny piec muflowy z termostatem.

4.3. Fotometr plomieniowy.

Procedura

5.1. Analiza prébki

Z dokladnoscig do 10 mg odwazy¢ 10 g prébki, umiesci¢ w tyglu i spopiela¢ w temperaturze 450 °C przez
3 godziny. Po ostudzeniu przenie$¢ popidt ilosciowo do kolby miarowej o pojemnosci 500 ml za pomoca
wody w ilosci 250-300 ml, a nastgpnie 50 ml kwasu chlorowodorowego (3.1). Po ustaniu wydzielania
dwutlenku wegla podgrza¢ roztwér i utrzymywaé w temperaturze okoto 90 °C przez 2 godziny, od czasu do
czasu potrzgsajac. Po ostudzeniu do temperatury pokojowej uzupeli¢ woda do kreski, wstrzasng¢ i przefil-
trowac. Przela¢ podwielokrotno$¢ filtratu, zawierajgca maksymalnie 1,0 mg potasu, do kolby miarowej o
pojemnosci 100 ml. Doda¢ 10,0 ml $rodka wiazacego (3.5), uzupelni¢ woda do kreski i podda¢ homogeni-
zacji. W przypadku wickszej zawartosci potasu rozcieficzy¢ analizowany roztwér w odpowiednich propor-
cjach przed dodaniem $rodka wiazgcego.

Ponizszg tabele podano w charakterze wytycznej dla prébki o masie okoto 10 g.

Zatozona Zawart(;)éi)p otasu w prébce Wspélczynnik rozcienczenia Wymierna porcja roztworu (ml)
do 0,1 — 50
0,1-0,5 — 10
0,5-1,0 — 5
1,0-5,0 1:10 10
5,0-10,0 1:10 5
10,0-20,0 1:20 5

Pomiaru dokonywaé metoda fotometrii plomieniowej przy ditugoéci fali 768 nm. Wynik obliczy¢, postugujac
si¢ krzywa wzorcowania.
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5.2. Krzywa wzorcowania

Nala¢ dokfadnie 10 ml wzorcowego roztworu (3.6) do kolby miarowej o pojemnosci 250 ml, uzupehié
woda do kreski i podda¢ homogenizacji. Nala¢ do kolb miarowych o pojemnosci 100 ml dokladnie 5, 10, 15,
20 i 25 ml tego roztworu odpowiadajacych zawarto$ciom potasu odpowiednio 0,2, 0,4, 0,6, 0,8 i 1,0 mg.
Uzupehic¢ szereg pusta kolba miarowa niezawierajaca wzorcowego roztworu. Do kazdej kolby doda¢ 10 ml
srodka wiazacego (3.5), uzupelni¢ wodg do kreski i podda¢ homogenizacji. Przeprowadzi¢ pomiary zgodnie z
ppkt 5.1. Krzywa wzorcowania jest zwykle liniowa do zawartoéci potasu 1 mg w 100 ml roztworu.

. Obliczanie wynikéw

Wynik wyrazi¢ jako udzial procentowy w prébee.

. Uwagi

Nie zawsze konieczne jest dodawanie $rodka wigzacego (3.5) w celu eliminacji pierwiastkéw przeszkadzajacych.

11. OZNACZANIE SODU

. Cel i zakres metody

Metoda ta umozliwia oznaczenie zawartosci sodu w paszach.

. Zasada

Prébka jest spopielana, a popiét rozpuszczany w kwasie chlorowodorowym. Zawarto$¢ sodu w roztworze ozna-
czana jest metodg fotometrii plomieniowej w obecnosci chlorku cezu i azotanu glinu. Dodanie tych substancji w
duzym stopniu eliminuje zaklocenia pochodzace od pierwiastkow przeszkadzajacych.

. Odczynniki

3.1. Czysty kwas chlorowodorowy o gestosci 1,12.

3.2. Czysty chlorek cezu.

3.3. Azotan glinowy Al(NO,), - 9H,0 chemicznie czysty.
3.4. Czysty, bezwodny chlorek potasowy.

3.5. Srodek wiazacy (substancje przeszkadzajace): rozpuscié w wodzie 50 g chlorku cezu (3.2) i 250 g azotanu
glinowego (3.3), uzupeli¢ woda do 1 11 podda¢ homogenizacji. Przechowywaé w plastykowych butelkach.

3.6. Wzorcowy roztwor sodu: rozpusci¢ w wodzie 2,542 g chlorku sodowego (3.4), doda¢ 5 ml kwasu chlorowo-
dorowego (3.1), uzupei¢ wodg do 1 11 podda¢ homogenizacji. Przechowywaé w plastykowych butelkach.
1 ml tego roztworu zawiera 1,00 mg sodu.

. Aparatura

4.1. Platynowe, kwarcowe lub porcelanowe tygle do spopielania, w razie potrzeby z pokrywkami.
4.2. Elektryczny piec muflowy z termostatem.

4.3. Fotometr plomieniowy.

. Procedura

5.1. Analiza prébki

Z doktadnoscia do 10 mg odwazy¢, zgodnie z ogélnymi zasadami, 10 g prébki, umiesci¢ w tyglu i spopielad
w temperaturze 450 °C przez 3 godziny. Unikal przegrzania (zapalenie). Po ostudzeniu przenie$¢ popidt ilos-
ciowo do kolby miarowej o pojemnosci 500 ml, dolewajac 250-300 ml wody, a nastepnie 50 ml kwasu
chlorowodorowego (3.1). Po ustaniu wydzielania dwutlenku wegla podgrzaé roztwor i utrzymywaé w tempe-
raturze okoto 90 °C przez 2 godziny, od czasu do czasu potrzgsajac. Po ostudzeniu do temperatury pokojowej
uzupelni¢ wodg do kreski, wstrzasngc i przefiltrowac. Przela¢ podwielokrotnos¢ filtratu, zawierajagcg maksy-
malnie 1,0 mg sodu, do kolby miarowej o pojemnosci 100 ml. Doda¢ 10,0 ml Srodka wigzacego (3.5),
uzupehi¢ wodg do kreski i podda¢ homogenizacji. W przypadku wigkszej zawartoci sodu rozcieniczy¢ anali-
zowany roztwor w odpowiednich proporcjach przed dodaniem $rodka wigzacego.
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Ponizszg tabele podano w charakterze wytycznej dla prébki o masie okoto 10 g.

Zatozona zawart(;:)c sodu w probce Wspélczynnik rozcienczenia Wymierna porcja roztworu (ml)
do 0,1 — 50
0,1-0,5 — 10
0,5-1,0 — 5
1,0-5,0 1:10 10
5,0-10,0 1:10 5
10,0-20,0 1:20 5

Pomiaru dokonywaé metoda fotometrii plomieniowej przy dtugoséci fali 768 nm. Wynik obliczy¢, postugujac

si¢ krzywa wzorcowania.

5.2. Krzywa wzorcowania

Nala¢ dokladnie 10 ml wzorcowego roztworu (3.6) do kolby miarowej o pojemnosci 250 ml, uzupelnié
wodg do kreski i podda¢ homogenizacji. Nala¢ do kolb miarowych o pojemnosci 100 ml doktadnie 5, 10, 15,
20 i 25 ml tego roztworu odpowiadajacych zawartosciom sodu odpowiednio 0,2, 0,4, 0,6, 0,8 i 1,0 mg.
Uzupelni¢ szereg pustg kolba miarowa niezawierajaca wzorcowego roztworu. Do kazdej kolby doda¢ 10 ml
srodka wiazacego (3.5), uzupelni¢ woda do kreski i podda¢ homogenizacji. Przeprowadzi¢ pomiary zgodnie z
ppkt 5.1. Krzywa wzorcowania jest zwykle liniowa do zawartosci sodu 1 mg w 100 ml roztworu.

6. Obliczanie wynik6w

Wynik wyrazi¢ jako udzial procentowy w prébee.

7. Uwagi

7.1. W przypadku produktéw zawierajacych ponad 4 % sodu wskazane jest spopielanie substancji przez 2 godziny
w tyglu z pokrywka. Po ostudzeniu dola¢ wody, doprowadzi¢ popiét do zawiesiny za pomoca drutu platyno-

wego, wysuszy¢ i ponownie spopiela przez 2 godziny w tyglu z pokrywka.

7.2. Jesli probka zawiera wylacznie substancje mineralne, nalezy ja rozpusci¢ bez uprzedniego spopielania.

12. OZNACZANIE CUKRU

1. Cel i zakres metody

Metoda ta umozliwia oznaczenie zawarto$ci cukréw redukujacych i wszystkich cukréw po inwersji, wyrazonych
w postaci glukozy lub w stosownych przypadkach sacharozy, poprzez pomnozenie przez wspétezynnik réwny
0,95. Metoda ma zastosowanie do pasz zlozonych. Dla innych pasz przewidziane s3 specjalne metody. W razie
potrzeby zawarto$¢ laktozy mozna oznaczy¢ oddzielnie i uwzgledni¢ przy obliczaniu wynikow.
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2. Zasada

Cukry ekstrahowane sa w rozcienczonym etanolu; roztwér jest oczyszczany roztworami Carreza I i II. Po wyeli-
minowaniu etanolu iloéci przed inwersja i po inwersji oznaczane sg metoda Luffa-Schoorla.

3. Odczynniki

3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

3.10.

3.14.

40-procentowy roztwor (procent objetosciowy) o gestosci 0,948 w temperaturze 20 °C; zobojetniony, a
nastepnie sprawdzony fenoloftaleing.

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

Roztwoér Carreza II: rozpusci¢ w wodzie 10,6 g Zelazocyjanku potasowego K,Fe(CN,) - 3H,0. Uzupeknié
wodg do 100 ml.

0,1-procentowy roztwor (procent wagowy) oranzu metylowego.

4 N kwas chlorowodorowy.

0,1 N kwas chlorowodorowy.

0,1 N roztwér wodorotlenku sodowego.

Odczynnik Luffa-Schoorla:

Starannie mieszajac, wlaé roztwoér kwasu cytrynowego (3.8.2) do roztworu weglanu sodowego (3.8.3).
Dolaé roztworu siarczanu miedziowego (3.8.1) i uzupehi¢ woda do 1 1. Odstawi¢ roztwér na noc do
odstania si¢ i przefiltrowad. Sprawdzi¢, czy uzyskany odczynnik jest wlasciwy (Cu 0,1 N, Na,CO, 2 N).

Wartos$¢ pH roztworu powinna wynosi¢ w przyblizeniu 9,4.

3.8.1. Roztwor siarczanu miedziowego: rozpusci¢ 25 g czystego siarczanu miedziowego CuSO, - 5H,0,
pozbawionego zelaza, w 100 ml wody.

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

3.8.3. oztwér weglanu sodowego: rozpusci¢ 143,8 czystego, bezwodnego weglanu sodowego w okolo
300 ml cieplej wody. Pozostawi¢ do ostygniecia.

N roztwor tiosiarczanu sodowego.
oztwor skrobi: Doda¢ mieszaning 5 g skrobi rozpuszczonej w 30 ml wody do 1 1 wrzacej wody. Gotowaé

przez 3 minuty, pozostawi¢ do ostygniecia i w razie potrzeby doda¢ 10 mg jodku rteciowego jako Srodka
konserwujacego.

. 6 N kwas siarkowy.
. 30-procentowy roztwor (procent wagowy) jodku potasowego.

. Granulowany pumeks gotowany w kwasie chlorowodorowym, wyplukany w wodzie i wysuszony.

Isopentanol.

4. Aparatura

Mieszarka (bgbnowa): okoto 35-40 obr/min.

5. Procedura

5.1.

Ekstrakcja prébki

Z dokladno$cia do 1 mg odwazy¢ 2,5 g prébki i umiesci¢ porcje prébki w 250-mililitrowej kolbie
miarowej. Dodaé 200 ml etanolu (3.1) i miesza¢ w mieszarce bgbnowej przez godzing. Dodaé 5 ml
roztworu Carreza I (3.2) i miesza¢ przez minute, nastgpnie dodaé¢ 5 ml roztworu Carreza I (3.3) i ponownie
miesza¢ przez minute. Uzupelni¢ do pelnej objetosci etanolem (3.1), podda¢ homogenizacji i przefiltrowaé.
Odla¢ 200 ml filtratu i odparowaé do okolo polowy objetosci w celu usunigcia wigkszosci etanolu. Pozo-
stato$¢ po odparowaniu przenies¢ ilociowo do kolby miarowej o pojemnosci 200 ml za pomocg cieplej
wody, ostudzi¢, uzupetni¢ do pelnej objgtosci woda, podda¢ homogenizacji i w razie potrzeby przefiltrowac.
Roztwor ten bedzie stosowany do oznaczania zawartosci cukréw redukujacych i catkowitej zawartosci cukru
po inwersji.
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5.2.

5.3.

5.4.

Oznaczanie cukréw redukujgcych

Odmierzy¢ pipeta porcje roztworu nieprzekraczajacg 25 ml, ktdra zawiera mniej niz 60 mg cukréw redu-
kujacych wyrazonych zawartoscia glukozy. W razie potrzeby uzupelni¢ destylowang woda do 25 ml i ozna-
czy¢ zawarto$¢ cukréw redukujacych metoda Luffa-Schoorla. Wynik jest wyrazony jako udzial procentowy
glukozy w prébee.

Oznaczanie catkowitej zawartosci cukru po inwersji

Odmierzy¢ pipeta 50 ml roztworu i przenie$¢ do 100-mililitrowej kolby miarowej. Dodaé kilka kropli
roztworu oranzu metylowego (3.4), nastgpnie ostroznie i ciggle mieszajac, dodawaé 4 N kwas chlorowodo-
rowy (3.5), dopoki roztwér nie zmieni barwy na zdecydowana czerwiet. Doda¢ 15 ml 0,1 N kwasu chlo-
rowodorowego (3.6), zanurzy¢ kolbe w mocno wrzacej wodzie i pozostawi¢ w niej przez 30 minut. Ostu-
dzi¢ gwaltownie do okoto 20 °C i doda¢ 15 ml 0,1 N roztworu wodorotlenku sodu (3.7). Uzupelni¢ woda
do 100 ml i podda¢ homogenizacji. Odla¢ nie wigcej niz 25 ml zawierajacych mniej niz 60 mg cukréw
redukujacych wyrazonych zawartoscig glukozy. W razie potrzeby uzupelni¢ destylowang woda do 25 ml i
oznaczy¢ zawarto$¢ cukréw redukujacych metods Luffa-Schoorla. Wynik jest wyrazony jako udzial procen-
towy glukozy lub w stosownych przypadkach sacharozy przez pomnozenie przez wspélczynnik réwny
0,95.

Miareczkowanie metodg Luffa-Schoorla

Odmierzy¢ pipeta 25 ml odczynnika Luffa-Schoorla (3.8) i przenies¢ do kolby Erlenmeyera o pojemnosci
300 ml; doda¢ doktadnie 25 ml sklarowanego roztworu cukru. Doda¢ 2 granulki pumeksu (3.13). Mieszaé
recznie, jednocze$nie podgrzewajac na wolnym ogniu o $redniej wielkosci i doprowadzi¢ ciecz do wrzenia
mniej wigcej w ciggu 2 minut. Natychmiast postawi¢ kolbe¢ Erlenmeyera na siatce drucianej pokrytej
azbestem z otworem o $rednicy okolo 6 cm, pod ktorym pali si¢ ogiefi. Wielko$¢ plomienia nalezy regu-
lowa¢ w taki sposéb, aby podgrzewane byto tylko dno kolby. Do kolby Erlenmeyera zamontowa¢ chlodnice
zwrotng. Zawarto$¢ kolby gotowa¢ dokladnie przez 10 minut. Ostudzi¢ natychmiast w zimnej wodzie i po
uplywie okolo pigciu minut miareczkowaé w nastgpujacy sposob:

Doda¢ 10 ml roztworu jodku potasowego (3.12) i natychmiast po tym (ostroznie ze wzgledu na ryzyko
nadmiernego pienienia) doda¢ 25 ml 6 N kwasu siarkowego (3.11). Miareczkowaé 0,1 N roztworem
tiosiarczanu sodowego (3.9), az do momentu pojawienia si¢ metnego zéttego koloru, dodaé wskaznika skro-
biowego (3.10) i zakoficzy¢ miareczkowanie.

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

6. Obliczanie wynikow

Korzystajac z zalaczonej tabeli, ustali¢ ilo§¢ glukozy w mg, ktéra odpowiada réznicy miedzy wynikami dwéch
miareczkowan, wyrazonej w ml 0,1 N tiosiarczanu sodowego.

Wynik wyrazi¢ jako udzial procentowy glukozy w prébce.

7.1.

7.2.

7. Procedury specjalne

W przypadku pasz o duzej zawarto$ci melasy oraz innych pasz, ktére nie sg zbytnio jednorodne, odwazy¢
20 g, wrzuci¢ do kolby miarowej o pojemnosci 1 1 i dola¢ 500 ml wody. Mieszaé przez godzing w
mieszarce bebnowej. Sklarowaé za pomoca odczynnikoéw Carreza I (3.2) i II (3.3) zgodnie z opisem w ppkt
5.1, jednakze tym razem stosujac czterokrotne ilosci kazdego odczynnika. Uzupehi¢ do pelnej objetosci
80-procentowym etanolem (procent objetosciowy).

Podda¢ homogenizacji i przefiltrowaé. Usuna¢ etanol zgodnie z opisem w ppkt 5.1. Jezeli brak jest skrobi
dekstrynowanej, uzupehic do pelnej objetosci destylowang woda.

W przypadku melasy i pasz prostych, ktére sa bogate w cukier i prawie pozbawione skrobi (chleb
$wigtojanski, suszona krajanka buraczana itd.) odwazy¢ 5 g, wrzuci¢ do kolby miarowej o pojemnosci
250 ml i dola¢ 200 ml destylowanej wody. Mieszal w mieszarce bebnowej przez godzing lub w razie
potrzeby dluzej. Sklarowac za pomoca odczynnikéw Carreza I (3.2) i II (3.3) zgodnie z opisem w ppkt 5.1.
Uzupelni¢ do pelnej objetosci zimng woda, poddaé homogenizadji i przefiltrowaé. W celu oznaczenia zawar-
toéci catkowitej cukréw postepowacl dalej zgodnie z ppkt 5.3.
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8. Uwagi
8.1. Aby zapobiec pienieniu, wskazane jest dodanie (bez wzgledu na objeto$¢) okolo 1 ml isopentalu (3.14)

8.2.

8.3.

przed gotowaniem z odczynnikiem Luffa-Schoorla.

Réznica catkowitej zawartosci cukréw po inwersji, wyrazona zawarto$cia glukozy i zawarto$¢ cukréw redu-
kujacych, wyrazona zawartoscia glukozy pomnozonej przez 0,95 daje zawarto$¢ procentows sacharozy.

W celu oznaczenia zawarto$ci cukréw redukujacych, bez laktozy, mozna zastosowaé dwie metody:

8.3.1. W obliczeniach przyblizonych zawarto$¢ laktozy ustalong inna metoda analizy nalezy pomnozyé
przez 0,675 i odja¢ uzyskany wynik od zawartosci cukréw redukujacych.

8.3.2. W dokladnych obliczeniach zawartosci cukréw redukujacych, bez laktozy, w dwdéch koncowych
oznaczeniach musi by¢ uzyta ta sama probka. Jedna z analiz dotyczy czedci roztworu uzyskanego w
ppkt 5.1, druga analiza dotyczy czesci roztworu uzyskanego podczas oznaczania laktozy metodg
przewidziang do tego celu (po fermentacji innych rodzajéw cukréw i sklarowaniu).

W obu przypadkach zawartos¢ cukru jest oznaczana metodg Luffa-Schoorla i obliczana w mg glukozy. Jedna
warto$¢ jest odejmowana od drugiej, a réznica wyrazana jest jako udzial procentowy w probee.

Przyktad
Dwie pobrane objetosci odpowiadajg prébee o masie 250 g dla kazdego oznaczenia.

W pierwszym przypadku zuzyto 17 ml 0,1 N roztworu tiosiarczanu sodowego odpowiadajacego 44,2 mg
glukozy; w drugim 11 ml odpowiadajacego 27,6 mg glukozy.

Réznica stanowi 16,6 mg glukozy.

A zatem zawarto$¢ cukrow redukujgcych (bez laktozy), obliczonych jako zawartos¢ glukozy wyniesie:
4 x 16,6
2E00 664

10 &

Tabela warto$ci dla 25 ml odczynnika Luffa-Schoorla

objeto$¢ 0,1 N Na,S,0, (ml), podgrzewanie — 2 min, gotowanie — 10 min

BTN | e e Laktoza C,,H,,0,, Malioza C,,H,,0,, NS
ml mg réznica mg réznica mg réznica ml
1 2,4 2,4 3,6 3,7 3,9 3,9 1
2 4,8 2,4 7,3 3,7 7,8 3,9 2
3 7,2 2,5 11,0 3,7 11,7 3,9 3
4 9,7 2,5 14,7 3,7 15,6 4,0 4
5 12,2 2,5 18,4 3,7 19,6 3,9 5
6 14,7 2,5 22,1 3,7 23,5 4,0 6
7 17,2 2,6 25,8 3,7 27,5 4,0 7
8 19,8 2,6 29,5 3,7 31,5 4,0 8
9 22,4 2,6 33,2 3,8 35,5 4,0 9
10 25,0 2,6 37,0 3,8 39,5 4,0 10
11 27,6 2,7 40,8 3,8 43,5 4,0 11
12 30,3 2,7 44,6 3,8 47,5 4,1 12
13 33,0 2,7 48,4 3,8 51,6 4,1 13
14 35,7 2,8 52,2 3,8 55,7 4,1 14
15 38,5 2,8 56,0 3,9 59,8 4,1 15
16 41,3 2,9 59,9 3,9 63,9 4,1 16
17 44,2 2,9 63,8 3,9 68,0 4,2 17
18 47,1 2,9 67,7 4,0 72,2 4,3 18
19 50,0 3,0 71,7 4,0 76,5 4,4 19
20 53,0 3,0 75,7 4,1 80,9 4,5 20
21 56,0 3,1 79,8 4,1 85,4 4,6 21
22 59,1 3,1 83,9 4,1 90,0 4,6 22
23 62,2 88,0 94,6 23
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13. OZNACZANIE TEOBROMINY

. Cel i zakres metody

Metoda ta umozliwia oznaczenie zawartoSci teobrominy w produktach ubocznych przetwarzania ziarna kakao-
wego.

. Zasada

Teobromina ekstrahowana jest chloroformem. Ekstrakt jest odparowywany az do wysuszenia, rozpuszczany w
wodzie i traktowany okreslong iloscig roztworu azotanu srebra. Wydzielany kwas azotowy jest miareczkowany
roztworem wodorotlenku sodowego.

. Odczynniki

3.1. Czysty chloroform.

3.2. Amoniak o gestosci 0,958.

3.3. Czysty, bezwodny siarczan sodowy.

3.4. 0,1 N roztwér wodorotlenku sodowego.

3.5. 0,1 N roztwdr azotanu srebra.

3.6. 1-procentowy (procent wagowy) etylowy roztwor czerwieni fenolowe;.

3.7. Eter etylowy.

. Aparatura

500-mililitrowe kolby o plaskim dnie ze szlifowanym korkiem szklanym.

. Procedura

Z dokladnosciag do 1 mg odwazy¢ probke o masie nie wigkszej niz 10 mg zawierajaca nie wigcej niz 80 mg
teobrominy, umiesci¢ w 500-mililitrowej kolbie o plaskim dnie ze szlifowanym korkiem szklanym i doda¢ 270 ml
chloroformu (3.1) i 10 ml amoniaku (3.2). Kolbe zatkal i energicznie potrzasa¢ przez 5 minut. Dodaé 12 g
bezwodnego siarczanu sodowego (3.3), ponownie wstrzasna¢ i odstawi¢ do nastgpnego dnia celem odstania sig.
Odfiltrowal do 500-mililitrowej kolby Erlenmeyera, a pozostalo§¢ wymy¢ 100 ml chloroformu (3.1). Oddesty-
lowa¢ rozpuszczalnik i usunaé ostatnie $ladowe ilosci nad wrzaca woda. Ponownie rozpusci¢ ekstrakt w 50 ml
wody i doprowadzi¢ do wrzenia.

Ostudzi¢, dokladnie zobojetni¢ roztworem wodorotlenku sodowego (3.4) w obecnosci 0,5 ml roztworu czerwieni
fenolowej (3.6). Doda¢ nastgpnie 20 ml roztworu azotanu srebra (3.5). Miareczkowaé wydzielony kwas azotowy
roztworem wodorotlenku sodowego (3.4), az do zmiany barwy wskaznika (pH = 7,4).

. Obliczanie wynikéw

1 ml 0,1 N NaOH odpowiada 18 mg teobrominy.
Wynik wyrazi¢ jako udzial procentowy w prébee.

. Uwagi

Produkty zawierajace ponad 8 % surowej substancji tluszczowej musza by¢ najpierw odtluszczone podczas
6-godzinnej ekstrakgji eteru naftowego (o temperaturze wrzenia 40-60 °C).
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14. OZNACZANIE MOCZNIKA

. Cel i zakres metody

Metoda ta umozliwia oznaczenie zawarto$ci mocznika w paszach.

. Zasada

Prébka tworzy zawiesing wodng ze Srodkiem klarujgcym. Zawiesina jest filtrowana. Zawarto$¢ mocznika w filtracie
oznaczana jest po dodaniu 4-dwumetyloaminobenzaldehydu (4-DMAB) w wyniku pomiaru gestosci optycznej przy
dlugosci fali 420 nm.

. Odczynniki

3.1. Roztwér 4-dwumetyloaminobenzaldehydu: rozpusci¢ 1,6 g czystego 4-DMAB, w 100 ml 96 % etanolu i
doda¢ 10 ml czystego kwasu chlorowodorowego (o gestosci 1,19). Trwalo§¢ tego odczynnika wynosi maksy-
malnie 2 tygodnie.

3.2. Roztwér Carreza I rozpuécié w wodzie 21,9 g octanu cynkowego Zn(CH,COO), - 2H,0 i 3 g kwasu octo-
wego lodowatego. Uzupelni¢ woda do 100 ml.

3.3. Roztwor Carreza II: rozpusci¢ w wodzie 10,6 g Zelazocyjanku potasowego K,Fe(CN), - 3H,0. Uzupeknié
wodg do 100 ml.

3.4. Czysty aktywny wegiel nieabsorbujacy mocznika (nalezy sprawdzic).

3.5. Czysty 0,1-procentowy roztwor (procent wagowy) mocznika.

. Aparatura

4.1. Mieszarka (bebnowa): o obrotach 35 do 40 obr/min.
4.2. Prob6wki: 160 x 16 mm ze szklanymi, szlifowanymi krokami.

4.3. Spektrofotometr.

. Procedura

5.1. Analiza probki

Z doktadnosciag do 1 mg odwazy¢ 2 g probki i umiesci¢ w 500-mililitrowej kolbie miarowej razem z 1 g
aktywnego wegla (3.4). Doda¢ 400 ml wody i po 5 ml roztworu Carreza I (3.2) i I (3.3). Miesza¢ przez 30
minut w mieszarce begbnowej. Uzupeni¢ woda do pelnej objetosci, wstrzasnac i przefiltrowad.

Do probéwek ze szklanymi szlifowanymi korkami odla¢ 5 ml przezroczystego, bezbarwnego filtratu, dodaé
5 ml roztworu 4-DMAB (3.1) i wymiesza¢. Wstawi¢ probowki do wody o temperaturze 20 °C. Po 15 minu-
tach zmierzy¢ gesto$¢ optyczng roztworu probki spektrofotometrem o dlugosci fali 420 nm przez pordw-
nanie z roztworem odczynnikéw ze $lepej préby.

5.2. Krzywa wzorcowania

Do kolb miarowych o pojemnosci 100 ml nala¢ 1, 2, 4, 51 10 ml roztworu mocznika (3.5) i uzupelni¢ do
pelnej objetosci woda. Z kazdego roztworu odla¢ 5 ml, doda¢ 5 ml roztworu 4-DMAB (3.1) do kazdej kolby,
podda¢ homogenizacji i zmierzy¢ gesto$¢ optyczng w podany wyzej sposob, poréwnujac z roztworem
kontrolnym zawierajagcym 5 ml 4-DMAB i 5 ml wody pozbawionej mocznika. Wykresli¢ krzywa wzorco-
wania.

. Obliczanie wynikéw

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

Wynik wyrazi¢ jako udzial procentowy w prébee.
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7. Uwagi

7.1. Jesli zawarto$¢ mocznika przekracza 3 %, zmniejszy¢ mase probki do 1 g lub rozcienczy¢ pierwotny roztwor
tak, aby w 500 ml nie znajdowalo si¢ wigcej niz 50 mg mocznika.

7.2. W przypadku niskiej zawartosci mocznika zwigksza¢ masg¢ probki dotad, dopdki filtrat pozostaje przezro-
czysty i bezbarwny.

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

15. OZNACZANIE ALKALOIDOW W LUBINIE

1. Cel i zakres metody

Metoda ta umozliwia oznaczenie alkaloidow w nasionach tubinu.

2. Zasada

Alkaloidy rozpuszczane s3 w mieszaninie eteru etylowego i chloroformu, a nastgpnie ekstrahowane kwasem chlo-
rowodorowym. Alkaloidy sa wytracane w kwasie krzemowo-wolframowym. Wytracony osad jest spopielany, a
pozostalo$¢ wazona.

3. Odczynniki
3.1. Eter etylowy.
3.2. Chloroform.
3.3. 4 N roztwér wodorotlenku sodowego.
3.4. 0,3 N kwas chlorowodorowy.
3.5. Czysty chlorek sodowy.

3.6. 10-procentowy roztwor (procent wagowy) kwasu krzemowo-wolframowego S - O, - 12WO, - 26H,0.

4. Aparatura
4.1. Mieszarka mechaniczna.
4.2. Platynowe, kwarcowe lub porcelanowe tygle do spopielania.

4.3. Elektryczny piec muflowy.

5. Procedura

Z dokladnoscig do 5 mg odwazy¢ 15 g probki i umiesci¢ w pojemniku o pojemnosci okoto 200 ml, wypo-
sazonym w szlifowany korek (np. rozdzielacz). Doda¢ doktadnie 100 ml eteru etylowego (3.1) i 50 ml chloro-
formu (3.2), a nastgpnie pipeta z podziatka doda¢ 10 ml roztworu wodorotlenku sodowego (3.3). Energicznie
wstrzasnad, aby zapobiec zbrylaniu. Ponownie wstrzasnaé kilka razy i zostawi¢ na noc do odstania si¢. Jesli ciecz
sklarowana nad osadem nie jest catkowicie przejrzysta, dodac kilka kropli wody. Przefiltrowal warstwe eteru i chlo-
roformu. Zebra¢ 50 ml filtratu w kolbie miarowej o pojemnosci 50 ml i przenie$¢ ilosciowo do 150-mililitrowego
rozdzielacza, za pomocg 50 ml eteru etylowego (3.1). Ekstrahowa¢ trzy razy po kolei dodajac 20 ml kwasu chlo-
rowodorowego (3.4), pozostawi¢ do zdekantowania i zbiera¢ ekstrakt kwasu po kazdej ekstrakcji. Zebra¢ ekstrakty
w 250-mililitrowej zlewce i usuna¢ ostatnie ilosci $ladowe eteru i chloroformu, delikatnie podgrzewajac zawartosé
zlewki. Doda¢ okoto 1 g chlorku sodowego (3.5), pozostawi¢ do ostygniecia i wytrgci¢ alkaloidy w roztworze
kwasu krzemowo-wolframowego (3.6). Miesza¢ mieszarka mechaniczng przez 30 minut. Pozostawi¢ na noc do
odstania si¢, przefiltrowaé przez filtr pozbawiony popiotu i zmy¢ wytracony osad kolejno dwa razy 10 mililitrami i
dwa razy 5 mililitrami kwasu chlorowodorowego (3.4). Umiesci¢ filtr z osadem w tyglu i spopieli¢ w temperaturze
900 °C. Pozostawi¢ do ostygniecia i zwazy¢.
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6. Obliczanie wynik6w

Zawarto$¢ alkaloidéw w probee oblicza sig, mnozac masg popiotu przez wspétezynnik réwny 0,2.

Wynik wyrazi¢ jako udzial procentowy w prébee.

16. OSZACOWANIE AKTYWNOSCI UREAZY W PRODUKTACH POCHODZACYCH Z SOI

. Cel i zakres metody

Préba ta umozliwia oszacowanie aktywnosci ureazy w produktach pochodzacych z soi oraz wykazanie, czy
produkty te byly gotowane wystarczajaco dlugo.

. Zasada

Aktywnos¢ ureazy jest oceniana poprzez ilo$¢ azotu amonowego na 1 g produktu na minut¢ uwolnionego z
roztworu mocznika w temperaturze 30 °C.

. Odczynniki

3.1. 0,1 N kwas chlorowodorowy.
3.2. 0,1 N roztwér wodorotlenku sodowego.

3.3. Srodek wigzacy z 0,05-molowego fosforanu w 1000 ml zawierajacy 4,45 g fosforanu dwusodowego
(Na,HPO, - 2H,0) i 3,40 g fosforanu potasowego (KH,PO,).

3.4. Swiezo przygotowany mocznikowy $rodek wigzacy zawierajacy 30,0 g mocznika na 1000 ml $rodka
wigzacego (3.3); pH 6,9-7,0.

. Aparatura

4.1. Aparatura do miareczkowania potencjometrycznego lub bardzo dokladny pehametr (0,02 pH) z mieszadtem
magnetycznym.

4.2. Kapiel wodna z termostatem nastawionym dokfadnie na 30 °C.

4.3. Probéwki: 150 x 18 mm ze szlifowanymi korkami.

. Procedura

Zemle¢ okoto 10 g probki (na przyklad w miynku do kawy) tak, zeby przechodzila przez sito o wielkosci oczka
0,2 mm. Z dokladnoscig do 1 mg odwazy¢ 0,2 g zmielonej probki, wsypa¢ do probéwki ze szlifowanym korkiem
szklanym i doda¢ 10 ml §rodka wigzacego z mocznikiem (3.4). Zatka¢ natychmiast i energicznie wstrzgsnac.
Wstawi¢ probéwke do kapieli wodnej o temperaturze dokladnie 30 °C i trzymaé w wodzie dokladnie przez 30
minut. Natychmiast doda¢ 10 ml 0,1 N kwasu chlorowodorowego (3.1), gwaltownie ochtodzi¢ do temperatury
20 °C i ilo$ciowo przenie$¢ zawarto$¢ probowki do naczynia do miareczkowania, przeptukujac dwukrotnie 5 milili-
trami wody. Miareczkowal elektrometrycznie natychmiast i szybko 0,1 N roztworem wodorotlenku sodowego
(3.2) do osiagnigcia pH = 4,7, stosujac szklang elektrodg (4.1).

Prébe Slepa przeprowadzi¢ w nastepujacy sposob:

Prébke o masie 0,2 g, odwazong z zaokragleniem do 1 mg, szybko umiesci¢ w probdwee ze szlifowanym korkiem
szklanym, doda¢ 10 ml 0,1 N kwasu chlorowodorowego (3.1), a nastepnie 10 ml $rodka wigzacego z moczni-
kiem (3.4). Natychmiast ochlodzi¢ probowke w wodzie z lodem i pozostawi¢ w niej przez 30 minut. W opisanych
wyzej warunkach przenie$¢ zawarto$¢ probowki do naczynia do miareczkowania dodajac 0,1 N roztwér wodoro-
tlenku sodowego (3.2) do osiagnigcia pH rownego 4,7.
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6. Obliczanie wynik6w

Aktywno$¢ ureazy obliczana jest z nastgpujacego wzoru:

mgN 1x4(b-a)
gmin 30 xE

gdzie:
a= = objetos¢ wml 0,1 N roztworu wodorotlenku sodowego zuzytego przez probke,
b= = objetos¢ wml 0,1 N roztworu wodorotlenku sodowego zuzytego w $lepej probie,
E = = masa probki w gramach g.

. Uwagi

7.1. Opisywana metoda nadaje si¢ do okreslania aktywnosci ureazy w zakresie do 1 mg N/g/min w temperaturze
30 °C. Dla bardziej aktywnych produktéw wielko$¢ probki mozna zmniejszy¢ do 50 mg.

7.2. Produkty zawierajace ponad 10 % surowej substancji tluszczowej nalezy najpierw odtlusci¢ na zimno.



