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1. WSTĘP 

l.I. Przedmiot normy. Przedmio tem normy są meto­
dy oznaczania so li sodowej monenzyny w prepa ra tach , 
premiksach i mieszankach paszowych. 

1.2. Zakres stosowania normy. Metody stosuje się 

do oznac7ania monenzyny w preparacie Rum ensi n, pre­
miksie Mikro B-w R, mieszankach O-l i 0-2 , polfa­
miksac h OKA-starter i OKA-finiszer oraz mieszankach 
OKA-s tarter i OKA-finiszer. 

1.3. Zakres stosowania metod. Metodę mikrobiolo­
giczną stosuje się do badań wszystkich rodzajów pasz 
i dodatków wymienionych w 1.2. 
Metodę chemiczną stosuje się do badań pasz i do­

datków wymienionych w 1.2 z wyjątkiem mieszanek 
O-I i 0-2. Obie metody stosuje s ię do pasz i dodatków 
zawi e rających nie mniej niż 10 mg monenzyny w I kg 
próby . 

2. METODY BADAŃ 

2.1. Metoda mikrobiologiczna płytkowo-studzien kowa 
2.1.1. Zasada oznaczania polega na pomiarze średni­

cy kolistych stref zaha mowania wzrostu szczepu testo­
wego Bacillus subrilis A TCC 6633 i obliczeniu na tej 
podstawie zawartości monenzyny. 

2.1.2. Aparatura i przyrządy 
a) Autoklaw. 
b) Cieplarka. 
c) Aparat Kocha. 
d) Pehametr. 
e) Wstrząsarka laboratoryjna . 
f) PrÓŻniowy odparowywacz obrotowy . 
g) Szklane ko lumny do chromatogra fii o długości 

40 -:- 50 cm i średnicy 2 cm. 
h) Ko lumny szklane do chromatografii o długości 

30 cm i średnicy wewnętrznej II mm. 
i) Płytki Petriego o równym dnie i średnicy wew­

nęt rznej 10 -:- 15 cm. 
j) Ko rk obory o średnicy 10 -:- 13 mm. 
k) Suwmiarka lub aparat do pomiaru stref zaha­

mowania wz rostu. 

2.1.3. Odczynniki, roztwory i materiały. Podczas ana­
lizy , jeżeli nie zaznaczono inaczej , należy stosować wy­
łącznie odczynniki cz.d.a . oraz wodę desty lowaną lub 
wodę o równoważnej czystości. 

a) Substancja standardowa - mone nzy na (sól sodo-
wa) o znanej aktywności. 

b) Metanol cz . 
c) Metano l cz. , roztwór 90% (V IV) . 
d) Metanol cz ., roztwór 50% (V IV). 
e) Alkohol etylowy, roztwór 20% (V IV). 
f) Tlenek glinu granulowany: Alumins Laporte 

UG - I, Alcoa F 20 mesh lub inne podobne. 
g) Papier półloga rytmiczny lu b milimet ro wy. 

2.1.4. Pożywki, szczepy, przetrwalniki 
2.1.4.1. Pożywka wzrostowa do otrzymywania przet­

rwalników i przechowywania szczepu testowego Bacil/us 
subtilis A TCC 6633 

a) Trypton (wyc iąg trzustkowy kazeiny) _ . 10 g. 
b) Ekstrakt drożdżowy 3 g. 
c) Ekstrakt mięsny - 1,5 g. 
d) Glukoza - I g. 
e) Agar - 10 -:- 20 g. 
f) Woda destylowana do 1000 mI. 
Składniki rozpuścić w aparacie Kocha lu b autok la ­

wie. Ustalić pH pożywki po stery lizacji na 6,5 . Rozlać 

po około 300 mi do butelek Roux typu bakteriolo­
gicznego i od 6 do 8 mI do probówek. Sterylizować 
30 min pod ciśnieniem O, I MPa (I atm) . Butelki Ro ux 
po sterylizacji ustawić w pozycj i poziomej lub lekko 
ukośnej, probówki w pozycji ukośnej i pozostawić do 
zakrzepnięcia agaru. ,. 

2.1.4.2. Pożywka wzrosto}\'a do wykonania oznaczania 
a) Glukoza - 10 g. 
b) Ekstrakt drożdżowy - 2,5 g. 
c) Fosforan dwupotasowy (K 2HP0 4) - 0.69 g. 
d) Fosforan jednopotasowy (KH 2P0 4) - 0,45 g. 
ei Agar - 10 -:- 20 g . 
f) Woda destylowana do 1000 mI. 
Składniki rozpuścić w aparacie Kocha lub autok la­

wie. Sterylizować przez 30 min pod ciśnieniem O, l MPa 
(I atm) . Po sterylizacji ustalić pH na 6,0. 
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2.1.4.3. Szczep testowy. Bacillus subti/is A TCC 6633 
(NCIB 8054) przeszczepić na skos agarowy wg 2.1.4.1 
i inkubować przez 18 -7- 24 h w temperaturze 30°C. 

. Wyrosłą hodowlę bakteryjną przechowywać w lodówce 
w temperaturze +4°C przez I miesiąc, po czym przesz­
czepić na świeże podłoże. 

2.1.4.4. Otrzymywanie zawiesiny zarodników. Skosy 
aga rowe z wyhodowa nym szczepem testowym s płukać 

2 -7- 3 mI sterylnej wody i uzyskaną zawi esiną pokryć 

równomiernie powierzchnię pożywki w butelce Rou x 
wg 2.1.4. 1. Inkubować przez 5 dni w temperaturze 
28 -7- 30°C. po czym zebrać zarodniki poprzez spłuka­
nie 15 mI 20% roztworu alkoholu etylowego wg 2. 1.3 e) , 
używając perełek szklan ych . Sprawdzić pod mikrosk o­
pem zdolność wytwarza nia zarodnikó w i zawiesinę 

dobrze wym i es zać. Tak przygotowa na zawiesina może 

być przech owywa na w lodówce w ciągu 5 miesięcy . 

2.1.4.5. Sprawdzanie czułości zarodników na monenzy­
nę . Pożywkę do oznaczań wg 2.! .4.2 rozpuścić na ła źni 
wodnej i ro z l ać po 30 mI do 6 ko lb stożk owych po­
je n1ll 0ści 100 mI. Do każd ej ko lby z pożywką w stanie 
pły n nym (temperatu ra około 50°C) wprowadzić różną 

ilość za wies iny zarodników: 0,05 ; 0,10; 0,25; 0,50; 0,75; 
1,0 mI , dokład ni e wymieszać i wylać na płytki Petriego. 
Pły tki umieśc i ć w lodówce na o kres przynajmniej 2 h . 
Na stępnie wyciąć wagarze na k ażdej płytce po 2 otwo­
ry i nanieść roztwó r wzorcowy mo nenzyny w stęże niu 
I flg/ ml i 8flg/ml. Inkubować przez 18 h w tem pera­
turze 37°C , po czym u s ta lić przy którym s tężeniu szcze­
pu testowego uzyskano najwyraźni ejsze strefy zaha mo­
wania wzrostu i takie rozcieńczenie drobnoustrojów 
s to sować przy wykonywaniu oznaczań . 

2.1.5. Przygotowanie roztworów standardu 
2.1.5.1. Roztwór wzorcowy podstawowy. Odważyć na 

wadze a na litycznej taką ilość monenzy ny, a by po roz­
puszczeniu w a lkoholu metylowym wg 2. 1.3 b) otrzy­
mać roztwór o stęże niu 800 flg/ml. Roztwór przecho­
wywać w lodówce. Trwa/ość - 4 tygodnie. 

2.1.5.2. Roztwory wzorcowe robocze. Z roztworu pod­
stawowego s porządz i ć w dniu wykonania oznaczania 
roztwo ry robocze zawieraj ące następujące stężenia mo­
nenzyny : 8, 4, 2. I flg/ml (S8. S4, S2, SI) . Rozcieńcze­
nia wykonać używając 50% roztworu metano lu. 

2.1.6. Wykonanie oznaczania 
2.1.6.1. Przygotowanie ekstraktów prób do analizy 
a) Przygotowanie ekstraktów z preparatu i premiksów. 

Spo rząd z ić z dokładnością 0,001 g odważkę pró by (za­
łączn i k I) i umieścić w kolbie s tożk owej ze szlifem 
poj emności 250 mI. Dodać 100 mI 90% roztworu meta­
no lu i zawa rt ość kolby wstrząsać przez 20 min na 
ws trząsarce laboratoryjnej. E kstrakt przesączyć . Do 
ko lby po mi a ro wej pojemności 100 mI pobrać odpo­
wi ednią ilość filtra tu (załącznik l) i uzupełnić do kreski 
50% roztwo rem meta nol u. Stężenie uzyskanego roztwo­
ru wynos i 16 Ilg/ml. 

b) Przygotowanie ekstraktów z mieszanek. Sporządzić 
z d o kładno śc i ą 0.0 I g odważkę próby (załączni k l ) 
i umieści ć w ko lbie stożkowej ze szlifem pojemności 
250 mI. Doda ć 100 mI 90% roztworu meta no lu i za­
wa rt ość ko lby ws trząsać przez 20 min na wstrząsarce 

laboratoryjnej . Ekstrakt przesączyć i filtrat oczyścić na 
kolumnie chromatograficznej z tlenkiem glinu wg 2. 1.3 f). 
D o kolumny szk lanej wprowadzić niewielki kawałek 
waty oraz około 6 cm warstwę tl enku glinu . Na ta k 
przygotowaną kolumnę wprowadzić całą objętość fil­
tratu. Zebrać 30 -7- 50 mI filtratu. Stężenie zebranego 
filtratu wynosi 16 flg / ml. Stężenie to nie powinno być 
wyższe ze względu na możliwość przekroczen ia wydol­
ności kolumn y. 

2.1.6.2. Przygotowanie rozcieńczeń ekstraktów do ba­
dań. W przypad ku prepara tów i premiksów ekstra kt 
o stężen iu 16 flg/ m l rozcieńczyć 50% roztworem meta­
no lu metodą kolej nyc h rozc l enczeń w stosunku 
l : l (V/V) d o uzyskania s tężeń: 8, 4, 2 i l flg/ ml 
(U 'I. U4, U2 i Ul). W przypadku miesza nek ekstra kt 
o stężeniu 16 flg/ml rozcieńczyć wodą des t y l owa ną 

w stosunku I : I w celu uzyskania stęże ni a 8 flg/ml (Ug) . 

a n astępnie rozcieńczyć dalej 50% roztworem metanolu 
metodą kolejnych rozcieńczeI'l w stosunku I : I (V/ V) 
do uzyskania stężeń 4,2 i I flg/ ml (U4, U2 i UJ) . W roz­
tworach roboczych stężenie metanolu powinn o być zbli­
żone do 50o/ó. 

2.1.6.3. Przygotowanie ekstraktów prób o zawartości 
monenzyny odbiegającej od wartości wynikającej z recep­
tury w sposób istotny dla prezentowanego postępowania 
analitycznego. Zawartość monenzyny w pró bie uznaje 
się za odbiegającą od wartości wynikającej z receptury 
w sposób isto tny dla prezentowanego postępowa ni a 

analitycznego, jeżeli antylogarytm względn ej a ktywnoś­

ci mo nenzyny jest poza przedz i ałem 0,5 -7- 2,0 wg 2.1.7 . 
W przypadku preparatów i premiksów należy skory­

gować założoną zawartość monenzyny i manipuluj ąc 
wielkością odważki i rozcieńczeniem dos t osować stęże­

nie ekstraktu do s tęże ń wzorca pamiętając o tym, że 
s tężenie alkoholu metylowego w roztworach roboczych 
powinno być zbliżone do 50% . 

W przypadku mieszanek. jeżeli war tość ant yloga ryt­
mu wskazuje na za wa rtosc monenzyny powyżej 

50 mg/ kg , postępować tak ja k opisano wyżej dla pre­
paratów i premiksów, j eże li zaś wartość a nt ylogarytmu 
wskazuje na za wartość w przedziale 10 -7- 50 mg/ kg 
postępować następująco : sporządzić z dokładnośc ią 

0,0 I g odważkę próby zal eżną od założon ej zawa rtośc i 

monenzyny (załącznik 2) i umieścić w kolbie stożkowej 

ze szlifem pojemności 250 mI. Dodać 100 mI 90% roz­
tworu metan o lu i zawartość kolby wstrząsać przez 
20 min na wstrząsarce laboratoryjnej. Ekstrakt prze­
sączyć . Pobrać do kolby s t oż kowej ze szli fem odpo­
wiednią il ość filtratu (załącznik 2) i odparować do 
sucha w próżniowym odparowywaczu obrotowym 
w temperaturze nie przekraczającej 40°C. Pozosta łość 

rozpuścić w 10 mI 90% roztworu meta nolu i oczyśc i ć 

na ko lumnie chromatograficznej z tlenkiem glinu wg 
2.1 .3 f) . Do kolumn y szklan ej wprowadz i ć niewielki 
kawałe k waty oraz około 8 cm warstwę tlenku glinu . 
Rozpuszczoną pozostałość wprowadzić na kolumnę 

i zebrać oczyszczony ekstrakt do kolb y ze szlifem . 
Kolumnę przemyć za pomocą 10 mI 90% roztworu 
meta nolu , zbierając e1uat do tej samej kolby . Zebran y 
elua t odparować do sucha w próżniowym odparowy-
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wac zu o brotowym w temperaturze me przekraczającej 

40°C. Rozpuści ć pozostałość w 10 mI bezwodnego me­
tanolu i dodać 10 mI wody destylowanej. Stężenie uzys­
kanego roz tw o ru wynosi 8 ~g/ml (Ug). Z roztworu 
tego s po rządz i ć dalsze rozcieńcze ni a za pomocą 50% 
ro ztworu metanolu d o uzys kan ia s tężeń 4 ,2 i l ~g/ml 
(U .. U2 i Ul). 

2.1.6.4. Przygotowanie płytek do oznaczań i przepro­
wadzenie badania. Rozpuśc ić uprzed nio przygotowa ną 

wg 2. 1.4.2 pożyw kę agarową, ostudzić d o temperatury 
około 50°C i wprowadzić o ptymalną ilość zawiesin y 
za rodn ik ów Baci//us subtilis wybraną wg 2.1 .4.5. Us ta ­
wi ć pły tk i Petriego o równ ym dn ie na wypoziomowa­
n ym sto le i roz la ć taką il ość zaszczepionej pożywk i , 

aby warstwa pod ł oż.a wynos ił a około 2 mm . Po zas tyg­
ni ęc iu agaru na każdej płytce wyciąć za pomocą kor­
koboru po 8 o tworó w. Dla każdego oznaczania p rzy­
gotować 4 płytki. Na obwodzie płytki zaznaczyć der­
ma tograf'c m miejsce jednego z o tworów i posuwając 
s i ę zgodni e z ru chem wskazówek zegara napełn ić otwo­
ry roztwo ram i wzorca o stężeniu m o nenzyny I , 2, 4 
i 8 ~lg/ml oraz ro ztworami z badanej p ró by o takich 
sa mych s tężeniach m o nenzyny w il ośc i 0 .10 -;- 0, 15 mI 
na otwór. Płyt ki inkubowa ć przez 18 h w temperatu­
rze 37°C. 

2.1 .7. Obliczanie wyniku oznaczania. Zmierzyć śred ­

nice st ref za ha mowania wzrostu z dokładnośc ią O, l mm. 
W yniki pom iarów za pisać w tablicy i wyliczyć średn i e 

a ryt metyczne d la odpowiadających sobie stref z 4 pły­

tek za ró wno dla roztwo ru wzorcowego. jak i badanego. 
Uzyskane średnie wyko rzys tać do wyliczenia u ś redni o nej 

wart ośc i strefy za ha m o wa n ia wzrostu d la n aj nl ższego 

i najwyższego stęże n i a wzorca i próby wg wzorów. 
Wi e lk ość strefy za hamowa ni a dl a najniższego s tęże­

nia wzo rca (SL) , ob l i czyć wg wzoru 

SL = 
7 SI + 4S 2 + S 4 - 2S 8 

10 
( l) 

w kt ó ry m S~ S 2, S .. SM średni e arytmetyczne śred ni c 

stre f za hamowa nia wzros tu 
dla ro ztwo rów wzorcowych 
mo nenzyn y przy stę że niach 

l . 2, 4 , 8 Ilg/ ml , mm . 
Wi e lk ość strefy za hamowan ia dla najwyższego stęże­

ma wzorca (SH). obliczyć wg wzoru 

SH = 
7 S M + 4S 4 + S 2 - 2S I 

10 

w kt óry m SI. S2, S .. Sg - jak we wzorze ( l ) 

(2) 

Obliczając wi e l kość stref zahamowania wzrostu d la 
pró by k o rzys tać z tych samych wzorów, ws tawiając 

w mi ejsce sy m bolu S symbol U. Z naczenie symbo li S 
i U jes t ident YCLne jak we wzorze na o bliczen ie loga­
rytmu względn ej a ktywnośc i . Wyliczon e wartości dl a 
wzo rca i próby n a nieść na papie r półlogaryt miczny 

z zazna czo nymi s tęże niami w Ilg/m l na skali loga ryt­
micznej i średni cami stref za ha m owan ia wzrostu w mm 
na ska li arytmetycznej. 

W przypad ku braku papieru półlogarytmicznego 

średn i ce stref za ha mowania wzrostu od ni eść d o loga­
rytmów stężeń . Przez uzyskane punkty wykreślić proste 
d la roztworu wzo rcowego (S) i badanego (U) . O trzy­
ma ne lini e powinn y być równol egłe , co daje pewność , 

że podczas badania nie nastą pi ły interferencje. Linie 
można także uznać za równo l egł e. jeże li wartośc i różnic 

SH-SL i UH- UL nie różnią się więcej niż 10% ic h 
ś red ni ej wartości . J eże li warunek równoległości linii 
j est speł niony, obli czyć logarytm wzg lęd n ej a ktywnośc i 

monenzy ny (lg A) wg wzoru 

19 A = 

w który m : 

(U I+U2+U4+U8 - SI -S2-S4-S8) ' 0 ,602 

U4+U8+S 4+S8 - U I- U2-S I-S 2 

(3) 

Ul, U2, U .. Us - średnie arytmetyczne ś rednic stref 
za hamo wa nia wzrostu d la roztwo­
rów bada nych pró b przy założo­

nyc h s tężen iach m o nenzy n y l , 2, 4 
i 8 ~g/ml , mm . 

Slo S2, S .. S8 - jak we wzorze ( l) , 
0 ,602 - współczynni k przelicze n iowy. 

Rzeczywistą zawa rtość mone nzy ny w bad a nej próbie 
(X) obliczyć wg wzoru 

x = y . z (4) 

w który m: 
y - założo na zawartość monenzyny, 
z - an tyl oga rytm wzgl ędn ej a ktywnośc i . 

Za łożoną zawa rt ość monenzyny wra z z jednostkami 
podają załączn ik i l i 2. An ty logarytm wzgl ęd nej ak tyw­
n ośc i m o nenzyny powinie n mieścić się w zakresie o d 
0 ,5 d o 2,0. J eże li warunek ten ni e jes t spełnion y należy 
powtórzyć o znaczani e. zwracaj ąc szczegó ln ą uwagę na 
o dpowied n ie dostosowa nie s tężenia ekstra ktu do wzor­

ca wg 2.1.6. 3. 

2.1.8. Wynik końcowy oznaczania. Z a wynik należy 

przyją ć średn i ą arytmetyczną wyników dwóch równo­
l egłych oznaczań nie różniących s i ę więcej niż 3% błędu 
względnego w przypadku preparatu. 5% błędu względ­
nego w przypadku premiksów i 10% błędu względnego 

·w przypadku mieszanek o za wartości m o nenzy ny po ­
wyżej 50 mg/kg. Dla miesza nek zawi e raj ących poniżej 

50 mg m o nenzy n y w l kg , błąd względny nie po winien 
przekraczać 20%. W yn ik podać w zaokrągleniu d o 
jednego miejsca po przec inku. 

2.2. Metoda chemiczna 
2.2.1. Zasada oznaczania polega na e kstra kcji mo­

nen zy ny a lk oholem met ylowym z preparat u i premiksu 
lub aceto nem z miesza nki paszowej , a na s tępnie na 
wywołaniu reakcji barwnej z waniliną. 

2.2.2. Odczynniki i roztwory. Podczas a na li zy , jeżeli 
nie zaznaczono inaczej , należy s tosować wyłącznie od­
czynni ki cz .d .a., ora z wodę destylowaną lub wodę 
o równoważnej czys t ośc i . 

al Me ta nol. 
b) Ace ton . 
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c) Odczynnik wywołujący barwę: sporządzić 

3% (m/V) roztwór wani liny w metanolu I za pomocą 

kwasu siarkowego (d = 1.84 g/mi) doprowadzić do 
pH - 4,5. Odczynnik przygotowywać każdorazowo 
i chron ić od światła . 

d) Roztwór wzorcowy monenzyny: SpOf7ądzić roz­
twór monenzyny wg 2.1.3 a) w alkoholu metylowym 
o stężeniu 10 j.ig/ml. 

2.2.3. Aparatura i przyrządy 
a) Spek trofotometr. 
b) Wstrząsarka laboratory jna. 
c) Suszarka elektryczna ręczna . 

2.2.4. Wykonanie oznaczania 
2.2.4.1. Sporządzanie krzywej wzorcowej . Do sporzą­

dzenia krzywej wzorcowej wykorzystać standardowy 
roztwór monenzyny przygotowany wg 2.2.2 dl o ~tęże­
niu 10 Ilg/ml. Do kolb pomiarowych pojemności 10 mi 
odm i e rzy ć: l, 2, 5, 6 i 8 mI roztworu wzorcowego 
i dodać alkoholu metylowego, napełniając kolbki do 
objętości około 8 mI. Następnie do każdeJ kolbki od­
mierzyć LO mi odczynnika wywołującego barwę wg 
2.2.2 c) i uzupełnić alkoholem metylowym do kreski . 
Zawartość kolb wymieszać i umieścić je w łaźni wodnej 
o tempera turze 60°C na 25 min . Po ostudzeniu zm ie­
rzyć absorbancję ba rwnych roztworów w spektrofoto­
metrze w kuwetach o drodze optycznej l cm przy 
długości fali 518 nm wobec metano lu Jako roztworu 
odnośnik owego. Wykreślić krzywą wzorcową odkłada­
jąc na osi rzędnych wartości absorbancji, a na osi 
odcię t ych wartośc i stężeń monenzyny. Krzywa wzorco­
wa ze względu na dużą wrażliwość zac hodzącej reakcji 
na czynniki zewnętrzne służy do kalibracji posiadanego 
spektrofotometru i określenia zakresu prostoliniowego 
przebiegu zależności: a bsorbancja - stężenie monenzy­
ny . W badaniach prób przeprowadzać każdorazowo 
równo legle reakcję barwną dla wzorca monenzyny . 

2.2.4.2 . Przygotowanie ekstra któw prób do badań 
a) Przygotowani.e ekstraktów z preparatu i premiksów. 

Sporządzić z dokładnością 0,00 l g (preparat) i 0,0 I g 
(premiks) odważkę próby o wielk ości podanej w za­
łączniku 3 i umieścić w kolbie stożkowej ze szlifem 
pojemności 500 mI. Dodać dokładnie 200 mI a lkoh olu 
me tylowego i zawartość kolby wstrząsać na wstrząsarce 
la boratoryjnej przez 15 min . Po opad ni ęciu Qsadu część 
ekstraktu (okolo 150 m I) przesączyć przez twardy są­
czek. Pobrać odpowiednią ilość fi ltratu i rozcieńczyć 
a lk oholem metylowym zgodnie z za łącznikiem 3. 

b) Przygotowanie ekstraktów z mieszanek. Sporządzić 
z dokładnością 0,01 g odważkę próby o w i elkości poda­
nej w załączn iku 3 i umieścić w kolbie stożkowej ze 
szlifem pojemności 250 m! Dodać dokładnie 100 mI 
acetonu i zawartość kolby wstrząsać na wstrząsarce 

laboratoryjnej przez I h. Następn i e kolbę um i eścić 

w 2acit~mnionvm miejscu na całą noc w cel u wykla-

rowania . Z klarownego ekstraktu pobrać delika tnie pi­
petą 5,0 mI do zlewki pojemności 25 mI, a następnie 
odparować aceton w strumieniu powietrza. 

2.2.4.3. Wywołanie reakcji barwnej. W przypadku 
prepara tu i premiksów pobrać 1,0 mI eks traktu przy­
gotowanego wg 2.2.4.2 a) do kolby pomiarowej pojem­
ności 10 mI i dodać 5,0 mI alkoholu metylowego. 
W przypadku mieszanki odparowany ekstrakt przygo­
towa ny wg 2.2.4.2 przenieść ilościowo za pomocą 7 mI 
a lk oholu metylowego do ko lby pomiarowej pojemności 
!O mI. Dal ze po,>tępowanie dla wszyst kich prób jest 
jednakow\::o Do kolby dodać 1.0 mI odczynnik a wywo­
łującego barwę wg 2.2.2 c) i uzupełnić kolbę do kreski 
al koholem metylowy m. Zawartość wymieszać i kolbę 
umieścić w łaźni wodnej o temperaturze 60°C na 25 min. 
Po ostudzeniu zmierzyć absorbancję ba rwnego roztwo­
ru w spektrofotometrze w kuwetach o drodze optycz­
nej 1 cm przy długości fali 518 nm wobec alkoholu 
metylowego jako roztworu odnośnik owego . Równoleg­
le z wywołaniem rea kcj i barw.nej próby należy prze­
p rowadzić reakcję dla wzorca monenzyny . W tym celu 
do trzech kolb pomiarowyc h pojemności 10 mI odmie­
rzyć I, 3 i 5 m I roztworu wzorcowego monenzyny 
przygotowanego wg 2.2.2 d). Kolby uzupełnić alkoho­
lem metylowym d o objętości około 6 mI. Do każdej 
kolby dodać 1,0 mI odczynnika wywołującego barwę 
wg 2.2.2 c) i uzupełnić a lkoholem metylowym do kres­
ki. Dalej postąpować Jak z próbą badaną· 

2.2.5. Obliczanie wyniku oznaczania. ~awartość mo­
nenzyny w prepa racie i w premiksach (XI) obliczyć 

w g/kg wg wzoru 

Ep . A · 2 
(5) 

Zawartość monenzyny w mieszance (X 2) obliczyć 

w mg/kg wg wzoru 

Ep ' A ·20 

EH' m 
(6) 

w którym: 
A zawartość monenzyny w trzech s t ęże n iach 

wzorca (90 Ilg) , 
m naważka próbki, g, 
El' absorbancja roztworu badanego , 
EH suma absorbancji z trzech stężeń wzorca. 
2.2.6. Wynik końcowy oznaczania. Za wynik należy 

przyjąć średnią aryt metyczną wyników dwóch rÓwno­
ległych oznaczań nie różniących s ię więcej niż 3% błędu 
względnego w przypadku preparatu , 5% błędu względ­
nego w przypadku premiksów i 10% błędu wzg lędnego 

w przypadku mieszanek. Wynik podać w zaokrąglen i u 

do jednego miejsca po przecinku . 
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ZAŁĄCZNIK I 

DAN E DO PRZYGOTOWANIA EKSTRAKTÓW Z PRÓB ZAWIERAJĄCYCH MONENZYNĘ W ILOŚCI 
POWYŻEJ 50 MG/KG (METODA MIKROBIOLOGICZNA) 

Nazwa 
Założona zawartość Wielkość odważki Objętość filtratu 

monenzy ny g mI 

Rum cnsin 100 g/kg l 1.6 

Miho B-wR 16 g/ kg 2 5.0 

Po lfam iks O KA-s tarte r 10 g/ kg 2 8.0 

Polfamiks OKA-finisze r 10 g/ kg 2 8.0 

Miesza nk a OKA-starter 100 mg/ kg 16 -

Miesza nk a OK A-finisze r 100 mg/ kg 16 -

Miesza nka 0- I 80 mg/ kg 20 -

Miesza nk a 0-2 80 mg/kg 20 -

ZAŁĄCZNIK 2 

DANE DO PRZYGOTOWANIA EKSTRAKTÓW Z PRÓB ZAWIERAJĄCYCH MONENZYNĘ W ILOŚCI 
50 MG I PONIŻEJ W 1 KG PRÓBKI (METODA MIKROBIOLOGICZNA) 

Za lożo n a zawartość monenzyny Wie lk ość odwa ż ki Objętość filtra tu do odparowania 

g mI 

50 mg/kg 16 20 

20 mg/kg 20 40 

10 mg/ kg 20 80 

ZAŁĄCZNIK 3 

DANE DO PRZYGOTOWANIA EKSTRAKTÓW PRÓB DO BADAŃ METODĄ CHEMICZNĄ 

Nazwa 
Wie l kość odważki Objętość pobranego filtratu Rozci e ń cze ni e do objęt ośc i 

g mI mI 

Rumensin I 5 50 

Mikro B-wR 5 5 50 

Po lfamiks OKA-starter 10 5 50 

Polfa miks OKA-finiszer lO 5 50 

Miesza nka OKA-starter 10 - -

Miesza nka O KA-finiszer 10 - -

INFORMACJE DODATKOWE 

I. Instytucja opracowująca normę - Centralne Labora torium Prze­
mysłu' Paszowego w Lubli nie z s iedzib ą w Snopkowie 21 -002 Jastków. 

2. Istotne zmiany w stosunku do BN-8219160-23 
a) rozszerzono za kres stosowania normy na wszystkie produkty 

zawi e rające mone n zynę , 

b) poszerzo no zakres stosowan ia przedmio tu norm y o mieszanki 
zaw i e rającej po ni żej 50 mg monenzyny w l kg, 

c) określ ono szczegółowo sposób przygotowywa nia ekstrak tów 
prób do bada ń . 

d) wprowadzono w metodzie mikrobiologicznej pomiar stref za­
hamowania wzrostu dla czterech stężeń wzorca i próby , 

e) wprowadzono w metodzie mikrobiologicznej nowy sposób ba­
dania równol egłośc i linii , 

f) wyeliminowano test kwalifikacyjny, 
g) u śc i ślono w metodzie chemicznej sposób przygotowania od­

czynn ik a wypłukującego barwę· 

3. Autorzy projektu normy - mgr Bożena Nogalska, mgr Maria 
Jakubowska - Centralne Laboratorium Przemysłu Paszowego. 
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