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1. WSTEP

Przedmiotem normy jest oznaczanie zawartoSci
choliny w premiksach 1 paszach.

2. METODA BADANIA

2.1. Zasada metody

a) w premiksach — polega na wyekstrahowaniu
choliny z badanego premiksu przez wytrzgsanie z wo-
da, wytrgcaniu kompleksu choliny z solg Reinecke’a,
rozpuszczanie tego kompleksu 1 pomiarze ekstynkcji
uzyskanego barwnego roztworu w acetonie,

b) w paszach — polega na wyekstrahowaniu choli-
ny wraz z lipidami z badanej paszy, uwolnieniu cho-
liny pochodzenia naturalnego przez hydrolize alka-
liczng, oczyszczeniu od  substancyi interferujacych
na kolumnie z zywica Amberlit IR-120 1 ilosciowym
oznaczeniu choliny w reakcji z solg Reinecke’a.

2.2. Aparatura, przyrzady i materiaty

a) Waga analityczna.

b) Aparaty ekstrakcyjne Soxhleta skladajace si¢
z kolby pojemnosci 100 lub 200 cm’, ekstraktora
i chtodnicy kulkowe] zwrotnej ze szlifem.

e) Laznia wodna — rotawator.

d) Kolumny szklane 25X0.9 cm.

e) Kolby stozkowe pojemnosci 100 1 200 cm’.

) Cylindry pomiarowe pojemnosci 10; 25; 50 ¢cm?.

g) Pipety pomiarowe pojemnosci 1; 2: 5; 10 cm’.

h) Lejki szklane analityczne.

i) Szkietka zegarkowe.

1) Kolby ssawkowe pojemnosci 100; 300 cm’.

k) Lejek ze spiekiem GS.

1) Kolby pomiarowe pojemnos$ci 25 c¢cm’.

1) Spektrokolorymetr Spekol z przystawka EK-I.

m) Saczki ilosciowe miekkie o Srednicy 12,5
lub I5 cm.

n) Gilzy ekstrakcyjne 20X80 mm.

o) Lodoéwka.

2.3. Odczynniki i roztwory

a) Metanol cz.d.a.

b) Wodorotlenek barowy cz.d.a.,
nasycony.

¢) Kwas solny cz.d.a., roztwor 4 1 6N.

d) Sol Reinecke’a, roztwér wodny nasycony: 10 g soli

roztwor wodny

wytrzasac¢ przez pot godziny ze 100 cm’® wody desty-
lowanej, przesgczy¢ 1 zakwasié IN roztworem kwasu
solnego (1:100 v/v); przechowywa¢ w lodowce. Trwa-
fos¢ — 1 miesigc.

e) N-propanol cz.d.a.

f) Aceton cz.d.a.

g) Chlorek choliny cz.d.a., roztwdr wzorcowy o stg-
zeniu 2 mg/cm’,

2.4. Wykonanie oznaczania

2.4.1. Przygotowanie probki premiksu. Z przygo-
towane] wg PN-75/R-64769 sredniej probki laborato-
ryjnej odwazyé do kolby stozkowej pojemnosci 100 em?
taka 1lo$¢ premisku, aby zawierala od 2 do 10 mg
choliny. Dodac¢ 20 ¢m® wody destylowanej 1 przepro-
wadzi¢ ekstrakcje przez S-minutowe wytrzgsanie.

Nastgpnie przesgczy¢ do takiej samej kolby stoz-
kowej, przemywajac 20 cm® wody destylowanej. Prze-
sgcz zakwasi¢ 1 ¢cm? 6N roztworu kwasu solnego.

2.4.2. Przygotowanie probki paszy. Z przygoto-
wane] wg PN-75/R-64769 $redniej probki laboratoryj-
nej odwazy¢ do gilz ekstrakcyjnych z dokladnos$cig
do 0,0005 g takg ilo$¢ paszy, aby zawierala od
2 do 10 mg choliny (przewaznie 5 g paszy).

Gilzy umiesci¢ w aparatach Soxhleta 1 przeprowa-
dzi¢ ekstrakcje metanolem przez 8 h. Nastepnie od-
taczy¢ kolby od ekstraktora, odparowa¢ metanol na
tazni wodnej lub rotawatorze i dodaé¢ 30 ¢cm’® nasyco-
nego roztworu wodorotlenku barowego. Hvdrolizowac
przez 2 h ogrzewajac na tazni wodnej. Kolby przykry¢
szkietkiem zegarkowym, ktére spetnia role chtodnicy
zwrotne). Zneutralizowa¢ probke 4N roztworem kwasu
solnego 1 przesaczyé do kolb stozkowych pojemnosci
100 cm’, przemywajac 20 cm* wody destylowanej. Prze-
sacz nanosi¢ na kolumng¢ wypelniong warstwg zywicy
Amberlit R-120 (kationit — forma wodorowa) o gru-
bosct 10 cm., umieszczone] nad niewielka warstewka
waty szklane). Zatrzymang na zywicy choling eluowac
40 cm’ roztworu kwasu solnego 4N do kolb stozkowych
pojemnosci 100 ¢m®. Po kazdej analizie zywicg prze-
mywaé wodg destylowana, az do uzyskania odczynu
obojgtnego.

2.4.3. Wywotanie reakcji barwnej. Do probek
przygotowanych wg p. 2.4.1 1 242 doda¢ 10 cm’
nasyconego roztworu soli Reinecke’a 1 wstawi¢ do
zamrazalnika lodowki na 1 h. Wytrgcony kompleks
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choliny z sola Reinecke’a odsgczy¢ pod zmniejszonym
ciénieniem przez lejek ze spiekiem GS, przemywajac
3 razy 5 cm’ wody destylowanej o temperaturze okolo
5°C 1 2 cm® n-propanolu. Pozostaly na spieku osad
rozpusci¢c w 20 cm’ acetonu 1 uzupetni¢ tym rozpusz-
czalnikiem do kreski w kolbach pomiarowych pojem-
nosci 25 cm’. Pomiary ekstynkcji uzyskanego roztworu
wykonywa¢ w spektrokolorymetrze Spekol z przy-
stawkg EK-1, w kuwetach o warstwie pomiarowej | cm,
przy dlugodct fali $wiatta 520 nm. Probe odniesienia
stanowi aceton. '

2.4.4. Sporzadzanie krzywej wzorcowej. Sporzg-
dzi¢ roztwor wzorcowy chlorku choliny o stezeniu
2 mg/cm?’. Do o$miu kolb stozkowych pojemnosci
100 cm® pobrac 1; 2; 3... ecm® tego roztworu i uzupel-
ni¢ woda destylowang do objetosci 40 cm’.

Wytragcanie kompleksu choliny z solg Reinecke’a
1 dalsze czynnosci wyvkonywaé jak w 2.4.3. Wykres$-

li¢ krzywg wzorcowa, odkladajac na osi rzednych
wartosci ekstynkcji, a na osi odcigtych zawartos$c
chlorku choliny w mg.

2.4.5. Obliczanie wyniku. Zawarto$¢ chlorku cho-
liny (X) obliczy¢ w gramach na 1 kg paszy wg wzoru

a
X =—
w
w ktorym:
a — ilo$¢ chlorku choliny odczytana z krzywej
wzorcowej, mg,
w — nawazka paszy, g.

2.5. Wynik koncowy oznaczania. Za wynik nalezy
przyjaé $rednig arytmetyczng co najmniej dwu réwno-
legtych oznaczan. Wynik poda¢ z doktadnoscia do
| miejsca po przecinku.

Dopuszczalna rozmica migdzy wynikami  dwoch
rownoleglych oznaczan nie powinna przekracza¢ 10%
btedu wzglednego.

KONIEC

INFORMACIJE DODATKOWE

1. Instytucja opracowujaca norme — Zjednoczenie przemystu Paszowego BACUTIL, Warszawa.

2. Normy zwigzane
PN-75/R-64769 Pasze. Pobieranie prébek
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