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N O R M A BRANŻOWA BN-82 
Pasze 9160-22 

PASZE 
Oznaczanie witaminy D3 

w premiksach 

l. WST§jP 

Prze dmiotem normy jes t i lośc i owe oznaczani e zawartości 

w itaminy 0
3 

w premiksach. 

2, METODA BADAN lA 

2 1 Z asada metody polega na wyeks trahow aniu w itaminy 

'0
3 

z próbki prem i k su za pomocę m ieszaniny heksanu i eteru 

naftowego, przeprowadzeniu w itaminy A w formę a ldehydo­

wę , wy odrębnieniu w itaminy D pr zez rozdział na ko lumnie 
. 3 

o ra z spektrofotometr yczn y m oznaczaniu w zakresie św i a tł a 

UV. 

2,2, Aparatura i przyrządy 

a) Chłodnica Liebi ga, 

b ) Obrotowy odparowywacz próżniow y , 

c ) Kol umny c hromatografi czne 20 ~ 2~ cm WYSOkości, 

ś redni cy 1 cm oraz 10 c m wysokośc i, średnicy 1 cm, 
3 

d ) Kolby stożkowe pojemności 200 i 300 c m , 
3 

e) Pipet y pomiarow e pojemności 1, 2 i S cm , 

f ) Lejki szk lane, 

g) Spek t rofotometr z zakresem ŚW i a tł a UV. 

2,3, Odczynniki 

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

b) Wodorotlenek potasowy , lN roztwó r alkoholowy, 

c) Piroga l lol, S-procentowy roz twór a l koh olowy, 

d ) Heksan c z. d. a. 

e) Eter naftowy cz. d. a. 

f ) Eter ety lowy cz. d. a, 

g) Si ar czan sodowy bezwodny cz. d. a, 

h ) Tlenek mang-dnowy ( Mn0
2

) cz. d.a. 

Grupa katalogowa 1549 

i ) Tlenek g linowy (Aluminium Oxid 90 Aktiv) obojętny, 

s top ień ak tywnośc i I, grubość zi arna O, 063 ~ 0,200 mm 

(70-230 mesh ASTM ). Merck. Aktywować 8 procentami wo­

dy w s t osunku do masy. 

j ) _W zorzec wi taminy 0
3 

( USP) , ro z twór alkoholowy za­

. .3 . 
wleraJęcy w 1 c m - 1000 J. m. 0

3
, 

2.4. Wykonanie oznaczania 

2.4.1. Przygotow anie próbki - do badania. Śr ednię próbkę 

l aboratoryj nę, pobranę zgodnie z PN-7s/R-64769, rozdrob­

ni ć na mły nku laborator y jny m i przesiać pr zez s ito o śr ed-

nicy ocz ka O, S mm. 

2.4.2. Zmydl anie i ekstrakcja. Odważyć z dokl 9dnościę 

do O, O 1 g 10 g premi k s u, pr zen ie{;ć do ko lb y stożkowej po-

• 3 • 3 N jemnosc i 300 c m , dodac 100 cm 1 a lkoho lowego roz two-
3 

ru wodo rotlenku potasowego, S c m S-procentowego alko -

holowego roztworu piroga I lol.u i zmyd lać na wr zęcej łaź ni 

wodnej w a tmosfer ze azotu w c ięgu 20 min. Mieszan inę oz i~ 

bi ć do temperatu ry pokojowej, dodawać takę sa"'!ę obję tość 

3 
w ody d estylowanej i wytrzę sać z 50 c m mieszaniny heksa-

nu i eteru na ftowego ( 1: 1) , w cięgu S min. Po r ozdzielen i u 

faz , wa rstwę organi c znę zdekantować do r ozdzi e lacza za_ 

3 
w i erajęcego 50 c m wody, a h y droli za t w kolbie ekstraho_ 

3 
wać jes zcze dw ukrotnie z 30 i 20 cm eteru naftowego. Po-

3 
łęczone ekstrakty przemyć wodę desty lowanę ( Sx 100 c m ) 

do odczy nu oboj ę tnego i przenieść i lośc iowo do kolby stoż-

3 
kowej pojemności 300 cm , osuszajęc ekstrakt pr zez sę-

czenie p rzez warstwę bezwodnego siarczanu sodow ego (s g ). 

Rozpuszczalnik odparować w ła źn i wodnej w t empe raturze 

50 oC, pod z mni ejszonym ciś nieni em, a suc hę pozo~tałość 

• . ' 20 3 ft rozpusc lc w c m eteru na owego . 
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2,4,3, Utlenianie, Na kolumnę o wymiarach 20 725Xl C1T1 

wprowadzić 1 g dobr z e rozdrobnionego tlenku manganowego 

( MnO 2), Eks trakt naftowy dozować na kolumnę por c jami, a 

, ' k' 3 f następnie przemy c trzy rotnie 5 c m eteru na towego. 

Eluat odparować do suchej pozostałości w zestawie do 

odparowyw ania roz pus zc zalników w temperaturze 50 oc, pod 

3 
z mniej s zony m c iśnieniem, a następnie rozpuśc ić w 3 cm 

eteru naftow ego ( roz twór A ) . 

2.4. 4, Chromatografia kolumnow a, Na kolumnę o wymia­

r ach 10x l cm, wy pełnionę tlenkiem glinowy m do wy sokoś c i 

2/3 , nanieść 1 c m
3 

roztw oru A i prowadzić rozdział150 cm
3 

eteru naftow ego, utr zymuję c szybkość przechodzenia roz ­

puszc zalnika 2 c m
3
/min, Nast'i'pnie wymywać witaminę 03 

3 
z a pomocę 50 cm eteru et y lowego, odrzucaję c pierwsze 

10 c m
3 

e luatu, a pozostałoś ć zbierać w kolbie stożkowej 
3 , 

pojemności 200 c m i odparow ac do sucha w zestaw i e do 

odparowyw ania roz pu szczalników w temperaturze 50 
o 

C, 

pod zmniej szon y m c iśnieniem .. 
3 

Po wym yc iu w itaminy D3 pr zepuśc iĆ przez kolumnę 40 cm 

e teru ety lowego, eluat odparować i traktować j ako próbę 

odnies ienia. 

2,4,5. Pomi ar. Suchę pozostałość próby oraz próby od-

3 
nies ienia rozpuśc i ć w 10 cm alkoholu et y lowego' bezw odne-

g o, W s pektrofotometr z e zmier zyć ekst y nkcję 

w l cm kuw etac h kwarcowyc h, przy długoś c i fali 

w obec próby odni es ienia spor zęd zonej jak wyżej, 

roztworów 

265 nm 

2.4,6. Sporzgdzar'lie-krzywej wzorcowej. Z 

wzor c owego w itaminy D3 pobrać do probówek 

10 c m
3 

kolejno: 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3 ,0 

roztworu 

pojemności 

3 
3,5 c m 

uzupełnić alkoholem ' etylowym 'b'ezwodny m do kr ,eski. 

Ekstynkcje roztworów zmierzyć w 1 c m kuw etac h kwar-

c owyc h, przy długości fal i 265 nm, wobec a l koholu jako 

pró b y odniesienia. Wykreśli ć krzywę wzor cowę, odkł<łda­

ję c na osi r zędnych wartoś c i ekst y nkcji, a n a o s i odcięt yc h 

- zawartość w itaminy D w j. m. 
3 

2,4.7. Obli czanie wyniku oznac zan i a, Zawartość w ita­

miny D3 w j. m, n a 1 kg pas zy obfi czyć w g wzoru ' 

c ' R 
x , W 

m 

w któ r y m: 

C - zawartość w itaminy D3 odc z y tana z krzyw ej wzorcO­

wej w j. m. , 

R rozc i eńcz eni e ( 3 - krotne) , 

m - odważka próbki, g, 

W - współczy nnik korekcy jny wy liczony ze stopnia odzys-

ku, 

2,5. Wyni k końcowy o znaczania, Za w y nik na l eży przy ­

jęć średnię a ry tmet y cznę wyników dwu równoległych ozna­

czań, różnię cy ch s ię nie więc ej niż o 10 % błędu w zględ-

nego. 

KON lEC 

~FORMACJE DODATKOWE 

l, Instytuc ja opra cowuję ca normę - Centralne Laborato­

rium Pr zemysłu Pas z owego w Lublinie z siedzibę. w Snop-

kaw i e. 

2, Normy zwii?zane 

PN-75/R-64769 Pasze. Pobieranie prÓbek 

3, Autorzy projektu normy - dr Krystyna T yc zkowska, 

mgr Alicja Burczyńska-Niedziatek - Centralne Laborato-

rium Przemy słu Paszow ego w Lublinie. 
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