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1. WSTEP

Przedmiotem normy jest ilodciowe oznaczanie zawartosci

witaminy 03 w premiksach,

2, METODA BADANIA

2,1, Zasada metody polega na wyekstrahowaniu witaminy

D3 z prdbki premiksu za pomoca mieszaniny heksanu i eteru
naftowego, przeprowadzeniu witaminy A w forme aldehydo-
wa, wyodrebnieniu witaminy D3 przez rozdziat na kolumnie

oraz spektrofotometrycznym oznaczaniu w zakresie swiatta

uv,

2,2, Aparatura i przyrzady

a) Chtodnica Liebiga,
b) Obrotowy odparowywacz prézniowy,
c) Kolumny chromatograficzne 20 + 25 cm wysokos$ci,
$rednicy 1 cm oraz 10 cm wysokosci, $rednicy 1 cm,

d) Kolby stozkowe pojemnoéci 200 i 300 cm3,

e) Pipety pomiarowe pojemnosci 1, 2 i 5 cm3,

f) Lejki szklane,

g) Spektrofotometr z zakresem swiatta UV,

2, 3, Odczynnikij

a) Alkohol etylowy bezwodny, cz, d, a,

b) Wodorotlenek potasowy, 1N roztwdr alkoholowy,
c) Pirogallol, 5-procentowy roztwér alkoholowy,
d) Heksan cz, d, a,

e) Eter naftowy cz, d, a,

f) Eter etylowy cz, d, a,

g) Siarczan sodowy bezwodny cz, d, a,

h) Tlenek manganowy (MnOz) cz, d, a,

i) Tlenek glinowy ( Aluminium ©xid 90 Aktiv)  obojetny,

stopien aktywnoéci I, gruboéé ziarna 0,063 + 0,200 mm
(70-230 mesh ASTM). Merck, Aktywowaé 8 procentami wo-
dy w stosunku do masy,

i) Wzorzec witaminy D3 (USP), roztwdr alkoholowy za-

3
wierajacy w 1 cm - 1000 j, m, DB‘

2,4 Wykonanie oznaczania

I
2, 4, 1, Przygotowanie probki do badania. Srednia prébke

laboratoryjna, pobrana zgodnie z PN-?S/R—GI&‘?GQ,POZdr‘Ob-
ni¢ na mtynku laboratoryjnym i przesia przez sito o $red-

nicy oczka 0,5 mm,

2, 4,2, Zmydlanie i ekstrakcja, Odwazy¢ z dokiadnoscia
do 0,01 g 10 g premiksu, przenies¢ do kolby stozkowe] po-
. 3
dodac 100 cm

3
jemnosci 300 cm IN alkoholowego roztwo-

’
ru wodorotlenku potasowego, 5 cm3 S5-procentowego alko-
holowego roztworu pirogallolu i zmydla¢ na wrzacej tazni
wodnej w atmosferze azotu w ciggu 20 min, Mieszaning ozie-
bi¢ do temperatury pokojowej, dodawacl taka sama objgtosé
wody destylowane] i wytrzgsaé z 50 r:m:3 mieszaniny heksa-
nu i eteru naftowego (1:1), w ciagu 5 min, Po rozdzieleniu
faz, warstwe organiczna zdekantowaé do rozdzielacza za-
wierajacego 50 cm3 wody, a hydrolizat w kolbie ekstraho-
waé jeszcze dwukrotnie z 30 i 20 <:m3 eteru naftowego, Po-
taczone ekstrakty przemy¢ woda destylowana (5x100 cm3)
do odczynu obojetnego i przeniesc iloSciowo do kolby stoz-
kowej pojemnosci 300 cm3, osuszajac ekstrakt przez sa-
czenie przez warstwe bezwodnego siarczanu sodowego (Sg).
Rozpuszczalnik odparowaé w tazni wodnej w temperaturze
50 OC, pod zmniejszonym ciénieniem, a sucha pozostatasc

P 3
rozpusci¢ w 20 cm eteru naftowego,
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2, 4,3, Utlenianie, Na kolumne o wymiarach 20 L'ZSxI cm

wprowadzi¢ 1 g dobrze rozdrobnionego tlenku manganowego
(MnOz), Ekstrakt naftowy dozowad na kelumne porcjami, a
nastepnie przemyc¢ trzykrotnie 5 cm3 eteru naftowego,
Eluat odparowaé do suchej pozostatodci w zestawie do
odparowywania rozpuszczalnikédw w temperaturze 50 c‘C,pod
3 cm

zmniejszonym ciénieniem, a nastepnie rozpuécié w

eteru naftowego (roztwdér A),

2, 4, 4, Chromatografia kolumnowa, Na kolumne o wymia-

rach 10x1 cm, wypetniona tlenkiem glinowym do wysokosci
2/3 , naniesc 1 cm3 roztworu A i prowadzi¢ rozdziat150 cm3
eteru naftowego, utrzymujac szybko$¢ przechodzenia roz-
puszczalnika 2 cma/min, Nastepnie wymywaé witamine D3
pierwsze

3 :
za pomoca 50 cm eteru etylowego, odrzucajac

10 cm eluatu, a pozestatosc zbieraC w kolbie stozkowe]

pojemrlioéci 200 cm3 i odparowac do sucha w zestawie do
odparowywania rozpuszczalnikéw w temperaturze 50 OC,
pod zmniejszonym cidénieniem,

Po wymyciu witaminy D3 przepuscic przez kolumne 40 cm3
eteru etylowego, eluat odparowac i traktowac jako prébe

odniesienia,

2, 4,5, Pomiar, Sucha pozostato$é préby oraz préby od-

. 3
niesienia rozpuéci¢ w 10 cm alkoholu etylowego bezwodne-

2, 4,6, Sporzadzaniekrzywej wzorcowej, 2 roztworu

wzorcowego witaminy D3 pobraé do probdéwek po jemnosci
3 % 3
10 cm™ kolejno: 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0 i 3,5 cm

i uzupetnié¢ alkoholem-etylowym bezwodnym do kreski,

Ekstynkcje roztwordw zmierzyé w 1 cm kuwetach kwar-
cowych, przy diugosci fali 265 nm, wobec alkoholu jako
proby odniesienia, Wykresli¢ krzywa wzorcowa, odktada-

jac na osi rzednych wartosci ekstynkcji, a na osi odcietych

- zawartodé witaminy 03 w |, m,

2, 4. 7 Obliczanie wyniku oznaczania, Zawartos¢ wita=-

miny 03 w j.m, na 1 kg paszy obliczyé wg wzoru'

w ktérym:
C - zawartoé¢ witaminy D3 odczytana z krzywe] wzorco-
wejw j,m,,
R - rozciefczenie ( 3-krotne),
m - odwazka prébki, g,

w - wspotczynnik korekcyjny wyliczony ze stopnia odzys-

ku,

2.5 Wynik kofcowy oznaczania, Za wynik nalezy przy-

go, W spektrofotometrze zmierzyé ekstynkcje roztworow jac érednia arytmetyczna wynikéw dwu réwnolegtych ozna-
w 1 em kuwetach kwarcowych, przy dtugosci fali 265 nm czan, rdézniacych sie nie wiecej niz o 10 % btedu wzglgd-
wobec proby odniesienia sporzadzonej jak wyZej, nego,
KONIEC
INFORMACJE DODATKOWE
1, Instytucja opracowujaca norme - Centralne Laborato- 3, Autorzy projektu normy - dr Krystyna Tyczkowska,
rium Przemystu Paszowego w Lublinie z siedziba w Snop- mgr Alicja Burczyriska-Niedziatek - Centralne Laborato-

kowie,
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