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1. WSTEP 2.1.3. Odczynniki, roztwory i materialy. Podczas ana-

1.1. Przedmiot normy. Przedmiotem normy sg meto-
dy oznaczania soli sodowe] monenzyny w preparatach,
premiksach i mieszankach paszowych.

1.2. Zakres stosowania normy. Metody stosuje si¢
do oznaczania monenzyny w preparacie Rumensin, pre-
miksie Mikro B-w R, mieszankach 0-1 i 0-2, polfa-
miksach DK A-starter i DK A-finiszer oraz mieszankach
DKA-starter i DKA-finiszer.

1.3. Zakres stosowania metod. Metode mikrobiolo-
giczng stosuje si¢ do badan wszystkich rodzajéw pasz
1 dodatkéw wymienionych w 1.2,

Metodg¢ chemiczng stosuje si¢ do badan pasz i1 do-
datkow wymienionych w 1.2 z wyjatkiem mieszanek
0-1 1 0-2. Obie metody stosuje si¢ do pasz 1 dodatkow
zawierajacych nie mniej niz 10 mg monenzyny w | kg
proby.

2. METODY BADAN

2.1. Metoda mikrobiologiczna plytkowo-studzienkowa

2.1.1. Zasada oznaczania polega na pomiarze Sredni-
cy kolistych stref zahamowania wzrostu szczepu testo-
wego Bacillus subtilis ATCC 6633 1 obliczeniu na tej
podstawie zawarto$ct monenzyny.

2.1.2. Aparatura i przyrzady

a) Autoklaw.

b) Cieplarka.

¢) Aparat Kocha.

d) Pehametr.

e) Wstrzgsarka laboratoryjna.

f) Prozmowy odparowywacz obrotowy.

g) Szklane kolumny do chromatografii o dhugosci
40 =+ 50 c¢cm 1 $rednicy 2 cm.

h) Kolumny szklane do chromatografii o dlugosci
30 ¢cm 1 Srednicy wewngtrzne] 11 mm.

1) Ptytki Petriego o rownym dnie i $rednicy wew-
n¢trznep 10 <+ 15 cm.

j) Korkobory o $rednicy 10 + 13 mm.

k) Suwmiarka lub aparat do pomiaru stref zaha-
mowania wzrostu.

lizy, jezeli nie zaznaczono inaczej, nalezy stosowaé wy-
tacznie odczynniki cz.d.a. oraz wodg destylowana lub
wod¢ o rOwnowaznej Czystosci.

a) Substancja standardowa — monenzyna (50l sodo-
wa) o znanej aktywnosci.

b) Metanol cz.

¢) Metanol cz., roztwor 90% (V/V).

d) Metanol cz., roztwor 50% (V/V).

e) Alkohol etylowy, roztwor 209% (V/V).

f) Tlenek glinu granulowany: Alumins
UG-1, Alcoa F 20 mesh lub inne podobne.

g) Papier péllogarytmiczny lub milimetrowy.

Laporte

2.1.4. Pozywki, szczepy, przetrwalniki

2.1.4.1. Pozywka wzrostowa do otrzymywania przet-
rwalnikow i przechowywania szczepu testowego Bacillus
subtilis ATCC 6633

a) Trypton (wycigg trzustkowy kazeiny) — 10 g.

b) Ekstrakt drozdzowy — 3 g.

¢) Ekstrakt migsny 1.5 &

d) Glukoza — 1 g.

e) Agar — 10 = 20 g.

f) Woda destylowana do 1000 ml.

Skladniki rozpusci¢ w aparacie Kocha lub autokla-
wie. Ustali¢ pH pozywki po sterylizacji na 6,5. Rozla¢
po okoto 300 ml do butelek Roux typu bakteriolo-
gicznego i od 6 do 8 ml do probdéwek. Sterylizowac
30 min pod ci$nieniem 0,1 MPa (1 atm). Butelki Roux
po sterylizacji ustawi¢ w pozycji poziomej lub lekko
ukos$nej, probowki w pozycji ukosnej i pozostawi¢ do

zakrzepnigcia agaru.
»
2.1.4.2. Pozywka wzrostowa do wykonania oznaczania

a) Glukoza — 10 g.

b) Ekstrakt drozdzowy — 2.5 g.

¢) Fosforan dwupotasowy (K,HPO,) — 0.69 g.

d) Fosforan jednopotasowy (KH.PO.) — 0.45 g.

e) Agar — 10 + 20 g.

f) Woda destylowana do 1000 ml.

Sktadniki rozpusci¢ w aparacie Kocha lub autokla-
wie. Sterylizowac przez 30 min pod ci$nieniem (0.1 MPa
(1 atm). Po sterylizacji ustali¢c pH na 6.,0.
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2.1.4.3. Szczep testowy. Bacillus subtilis ATCC 6633
(NCIB 8054) przeszczepi¢ na skos agarowy wg 2.1.4.1
i inkubowac¢ przez 18 + 24 h w temperaturze 30°C.
Wyrostg hodowle bakteryjng przechowywaé¢ w lodéwce
w temperaturze +4°C przez | miesiac, po czym przesz-
czepié na $wieze podloze.

2.1.4.4. Otrzymywanie zawiesiny zarodnikow. Skosy
agarowe z wyhodowanym szczepem testowym splukac
2 + 3 ml sterylnej wody i uzyskang zawiesing pokryc¢
rownomiernie powierzchni¢ pozywki w butelce Roux
wg 2.1.4.1. Inkubowad przez S dni w temperaturze
28 -+ 30°C, po czym zebra¢ zarodniki poprzez sptuka-
nie 15 ml 20% roztworu alkoholu etylowego wg 2.1.3 e),
uzywajac peretek szklanych. Sprawdzi¢ pod mikrosko-
pem zdolnos¢ wytwarzania zarodnikOw 1 zawiesing
dobrze wymiesza¢. Tak przygotowana zawiesina moze
by¢ przechowywana w loddéwce w ciggu 5 miesigcy.

2.1.4.5. Sprawdzanie czufosci zarodnikow na monenzy-
ne. Pozywke do oznaczan wg 2.1.4.2 rozpuscic¢ na tazni
wodnej i rozla¢ po 30 ml do 6 kolb stozkowych po-
jemnosct 100 ml. Do kazdej kolby z pozywka w stanie
ptynnym (temperatura okoto 50°C) wprowadzi¢ rézng
ilo$¢ zawiesiny zarodnikow: 0.05; 0,10; 0,25; 0,50; 0,75;
1,0 mi, doktadnie wymieszac¢ 1 wylaé¢ na plytki Petriego.
Plytki umiesci¢ w lodowce na okres przynajmniej 2 h.
Nastegpnie wycigé w agarze na kazdej ptytce po 2 otwo-
ry 1 nanie$¢ roztwOr wzorcowy monenzyny w stg¢zeniu
I pg/ml 1 8ug/ml. Inkubowa¢ przez 18 h w tempera-
turze 37°C, po czym ustali¢ przy ktorym st¢zeniu szcze-
pu testowego uzyskano najwyrazniejsze strefy zahamo-
wania wzrostu 1 takie rozcienczenie drobnoustrojow
stosowac przy wykonywaniu oznaczan.

2.1.5. Przygotowanie roztworow standardu

2.1.5.1. Roztwor wzorcowy podstawowy. Odwazy¢ na
wadze analitycznej takg 1lo$¢ monenzyny. aby po roz-
puszczeniu w alkoholu metylowym wg 2.1.3 b) otrzy-
mac roztwor o stezeniu 800 pg/ml. Roztwor przecho-
wywac w lodowce. Trwalos¢ — 4 tygodnie.

2.1.5.2. Roztwory wzorcowe robocze. Z roztworu pod-
stawowego sporzadzi¢ w dniu wykonania oznaczania
roztwory robocze zawierajgce nastgpujgce st¢zenia mo-
nenzyny: 8, 4, 2, 1 pg/ml (S5, Ss S2 S1). Rozciencze-
nia wykonac¢ uzywajac 50% roztworu metanolu.

2.1.6. Wykonanie oznaczania

2.1.6.1. Przygotowanie ekstraktéow préb do analizy

a) Przygotowanie ekstraktow z preparatu i premiksow.
Sporzadzi¢ z dokladnoscig 0,001 g odwazke¢ proby (za-
tacznik 1) 1 umiesci¢ w kolbie stozkowej ze szlifem
pojemnosci 250 ml. Dodaé 100 ml 90% roztworu meta-
nolu 1 zawartos¢ kolby wstrzgsa¢ przez 20 min na
wstrzgsarce laboratoryjnej. Ekstrakt przesaczyé. Do
kolby pomiarowej pojemnosci 100 ml pobra¢ odpo-
wiednig ilos¢ filtratu (zatgcznik 1) 1 uzupetni¢ do kreski
50% roztworem metanolu. Stezenie uzyskanego roztwo-
ru wynosi 16 ug/ml.

b) Przygotowanie ekstraktow z mieszanek. Sporzadzic
z doktadnoscig 0,01 g odwazk¢ proby (zatgcznik 1)
i umiesci¢ w kolbie stozkowej ze szlifem pojemnosci
250 ml. Doda¢ 100 ml 90% roztworu metanolu i za-
wartos¢ kolby wstrzgsa¢ przez 20 min na wstrzgsarce

laboratoryjnej. Ekstrakt przesaczyc¢ i filtrat oczysci¢ na
kolumnie chromatograficznej z tlenkiem glinuwg 2.1.3f).
Do kolumny szklanej wprowadzi¢ niewielki kawatek
waty oraz okoto 6 cm warstwe tlenku glinu. Na tak
przygotowang kolumng wprowadzi¢ catg objgtosc fil-
tratu. Zebra¢ 30 -+ 50 ml filtratu. St¢zenie zebranego
filtratu wynosi 16 pg/ml. Stgzenie to nie powinno by¢
wyzsze ze wzgledu na mozliwos¢ przekroczenia wydol-
noscit kolumny.

2.1.6.2. Przygotowanie rozcienczen ekstraktéow do ba-
dain. W przypadku preparatéow i premiksow ekstrakt
o stezeniu 16 pg/ml rozcienczy¢ 50% roztworem meta-
nolu metodg kolejnych rozcienczen w  stosunku
1 : 1 (V/V) do uzyskania ste¢zen: 8, 4, 2 1 1 pg/ml
(Us, Uy, Uz i U)). W przypadku mieszanek ekstrakt
o stezeniu 16 upg/ml rozcienczy¢ woda destylowang
w stosunku 1 : 1 w celu uzyskania stezenia 8 pg/ml (Us),
a nastepnie rozcienczy¢ dalej 50% roztworem metanolu
metoda kolejnych rozcienczen w stosunku 1 : I (V/V)
do uzyskania st¢zen 4,21 1 pg/ml (Us, Uz 1 Uy). W roz-
tworach roboczych stezenie metanolu powinno by¢ zbli-
zone do 509%.

2.1.6.3. Przygotowanie ekstraktow prob o zawartoSci
monenzyny odbiegajacej od wartosci wynikajacej z recep-
tury w sposoéb istotny dla prezentowanego post¢powania
analitycznego. Zawartos¢ monenzyny w probie uznaje
si¢ za odbiegajgca od wartosci wynikajgce] z receptury
w sposéb istotny dla prezentowanego postgpowania
analitycznego, jezeli antylogarytm wzglednej aktywnos-
ci monenzyny jest poza przedzialem 0,5 + 2.0 wg 2.1.7.

W przypadku preparatow i premiksow nalezy skory-
gowaé zalozong zawarto$¢ monenzyny 1 manipulujac
wielkos$cig odwazki 1 rozcienczeniem dostosowac stgze-
nie ekstraktu do st¢zen wzorca pamigtajac o tym, ze
stezenie alkoholu metylowego w roztworach roboczych
powinno by¢ zblizone do 50%.

W przypadku mieszanek, jezeli warto$¢ antylogaryt-
mu wskazuje na zawarto$¢ monenzyny powyzej
50 mg/kg, postgpowac tak jak opisano wyzej dla pre-
paratow 1 premiksow, jezeli za$ warto$¢ antylogarytmu
wskazuje na zawarto$¢ w przedziale 10 =+ 50 mg/kg
postepowaé nastepujaco: sporzadzi¢ z doktadnoscig
0,01 g odwazke proby zalezng od zalozonej zawartosci
monenzyny (zatgcznik 2) 1 umiesci¢ w kolbie stozkowe]
ze szlifem pojemnosci 250 ml. Dodaé¢ 100 ml 90% roz-
tworu metanolu 1 zawarto$¢ kolby wstrzgsa¢ przez
20 min na wstrzgsarce laboratoryjnej. Ekstrakt prze-
sgczy¢. Pobra¢ do kolby stozkowej ze szlifem odpo-
wiednig 1los¢ filtratu (zatacznik 2) 1 odparowac¢ do
sucha w prézniowym odparowywaczu obrotowym
w temperaturze nie przekraczajgcej 40°C. Pozostalos¢
rozpusci¢ w 10 ml 90% roztworu metanolu i oczysci¢
na kolumnie chromatograficznej z tlenkiem glinu wg
2.1.2 ). Do kolumny szklanej wprowadzi¢ niewielki
kawalek waty oraz okoto 8 cm warstwg tlenku glinu.
Rozpuszczong pozostatos¢ wprowadzi¢ na kolumng
1 zebraé oczyszczony ekstrakt do kolby ze szlifem.
Kolumng¢ przemy¢ za pomocg 10 ml 90% roztworu
metanolu, zbierajac eluat do tej same) kolby. Zebrany
eluat odparowac¢ do sucha w prozniowym odparowy-
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waczu obrotowym w temperaturze nie przekraczajace)
40°C. Rozpusci¢ pozostatos¢ w 10 ml bezwodnego me-
tanolu 1 doda¢ 10 ml wody destylowanej. Stezenie uzys-
kanego roztworu wynosi 8 pg/ml (Us). Z roztworu
tego sporzadzi¢ dalsze rozcienczenia za pomocg 50%
roztworu metanolu do uzyskania stezen 4,2 1 | pg/ml
(Us Uz 1 UY).

2.1.6.4. Przygotowanie piytek do oznaczan i przepro-
wadzenie badania. Rozpusci¢ uprzednio przygotowang
wg 2.1.4.2 pozywkg¢ agarowg, ostudzi¢ do temperatury
okoto 50°C 1 wprowadzi¢ optymalna ilos¢ zawiesiny
zarodnikow Bacillus subtilis wybrang wg 2.1.4.5. Usta-
wi¢ plytki Petriego o rownym dnie na wypoziomowa-
nym stole 1 rozlaé¢ takg iloS¢ zaszczepione) pozywki,
aby warstwa podioza wynosita okoto 2 mm. Po zastyg-
ni¢gciu agaru na kazdej plytce wycia¢ za pomocyg kor-
koboru po 8 otwordéw. Dla kazdego oznaczania przy-
gotowac¢ 4 plvtki. Na obwodzie plytki zaznaczyé der-
matografem miejsce jednego 7z otwordw 1 posuwajac
si¢ zgodnie z ruchem wskazowek zegara napelnic¢ otwo-
ry roztworami wzorca o st¢zeniu monenzyny 1, 2, 4
i 8 pg/ml oraz roztworami z badanej proby o takich
samych st¢Zzeniach monenzyny w ilosci 0,10 -+ 0,15 ml
na otwor. Phytki inkubowacd przez 18 h w temperatu-
iZe 37,

2.1.7. Obliczanie wyniku oznaczania. Zmierzy¢ Sred-
nice stret zahamowania wzrostu z doktadnoscig 0,1 mm.
Wyniki pomiarow zapisa¢ w tablicy 1 wyliczy¢ $rednie
arytmetyczne dla odpowiadajacych sobie stref z 4 pty-
tek zaréwno dla roztworu wzorcowego, jak 1 badanego.
Uzyskane srednie wykorzysta¢ do wyliczenia usrednionej
wartosci strefy zahamowania wzrostu dla najnizszego
I najwyzszego stgzenia wzorca 1 proby wg wzordow.

Wielkos¢ strety zahamowania dla najnizszego stgze-
nia wzorca (SL). obliczy¢ wg wzoru

78 +45:+ 854-285%

Sl = 1
10 (1)

w ktorym S, S S S¢ — Srednie arytmetyczne srednic
stref zahamowania wzrostu
dla roztworéw wzorcowych
monenzyny przy stgzeniach
1, 2, 4, 8 pg/ml, mm.

Wielkosc strefy zahamowania dla najwyzszego stgze-
nia wzorca (SH), obliczy¢ wg wzoru

7858 +45,+ 85,- 28
SH = 0 (2)

w ktorym S, S» Ss Sy — jak we wzorze (1)

Obliczajac wielko$¢ stref zahamowania wzrostu dla
proby korzysta¢ z tych samych wzorow, wstawiajac
w imiejsce symbolu § symbol U. Znaczenie symboli S
I U jest identyczne jak we wzorze na obliczenie loga-
ryvtmu wzgledne) aktywnosci. Wyliczone wartosci dla
wzorca 1 proby nanies¢ na papier potlogarytmiczny
z zaznaczonymi st¢zeniami w pug/ml na skal logaryt-
micznej 1 Srednicami stref zahamowania wzrostu w mm
na skali arytmetyczne).

W przypadku braku papieru potlogaryimicznego
$rednice stref zahamowania wzrostu odnie$¢ do loga-
rytmoéw stezen. Przez uzyskane punkty wykresli¢ proste
dla roztworu wzorcowego (S) i badanego (U). Otrzy-
mane linie powinny by¢é rownolegte, co daje pewnos¢,
ze podczas badania nie nastapily interferencje. Linie
mozna takze uznaé¢ za réwnolegte, jezeli warto$ci réznic
SH-SL. i UH-UL nie réznig si¢ wigcej niz 10% ich
$redniej wartosci. Jezeli warunek rownolegtosci linn
jest spelniony, obliczy¢ logarytm wzglgdnej aktywnosci
monenzyny (lg A) wg wzoru

(U|+U3+U4+Ug = Sl—SQ—S.A.—Sx) . 0602
lg A = : (3)
UstUstS+Ss - U-Ux-81-5:

w ktorym:

U, Uy Uy Ug — srednie arytmetyczne S$rednic stref
zahamowania wzrostu dla roztwo-
row badanych préb przy zalozo-
nych stezeniach monenzyny 1, 2, 4
1 8 pg/ml, mm,

S, 82 84 S5 — jak we wzorze (1),

0,602 — wspdlczynnik przeliczeniowy.

Rzeczywistg zawarto$¢ monenzyny w badanej prébie

(X) obliczy¢ wg wzoru

-

X=y- -z (4)
w ktorym:
y — zalozona zawarto$¢ monenzyny,
z — antylogarytm wzgledne) aktywnosci.

Zatozong zawartos¢ monenzyny wraz z jednostkami
podaja zalgczniki 11 2. Antylogarytm wzglednej aktyw-
nosci monenzyny powinien miesci¢ si¢ w zakresie od
0,5 do 2.0. Jezeli warunek ten nie jest spetniony nalezy
powtdrzyé oznaczanie, zwracajagc szczegdlng uwage na
odpowiednie dostosowanie stgzenia ekstraktu do wzor-
ca wg 2.1.6.3.

2.1.8. Wynik koncowy oznaczania. Za wynik nalezy
przyja¢ srednig arytmetyczna wynikow dwoch rowno-
legtych oznaczan nie roznigcych si¢ wigeej niz 3% bigdu
wzglednego w przypadku preparatu, 5% bledu wzgled-
nego w przypadku premiksow i 10% biedu wzglednego
W przypadku mieszanck o zawartosci monenzyny po-
wyzej 50 mg/kg. Dla mieszanek zawierajacych ponizej
50 mg monenzyny w | kg, btagd wzglgdny nie powinien
przekracza¢ 20%. Wynik poda¢ w zaokragleniu do
jednego miejsca po przecinku.

2.2. Metoda chemiczna o

2.2.1. Zasada oznaczania polega na ekstrakcji mo-
nenzyny alkoholem metylowym z preparatu i premiksu
lub acetonem z mieszanki paszowej, a nast¢pnie na
wywotaniu reakcji barwnej z waniling.

2.2.2. Odczynniki i roztwory. Podczas analizy, jezeli
nie zaznaczono inaczej, nalezy stosowac¢ wylgcznie od-
czynniki cz.d.a., oraz wodg¢ destylowana lub wodg¢
o réwnowaznej czystosci.

a) Metanol.

b) Aceton.
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¢) Odczynnik  wywolujgcy  barwg:  sporzadzic
3% (m/V) roztwdr waniliny w metanolu 1 za pomoca
kwasu siarkowego (d = 1.84 g/ml) doprowadzi¢ do
pH — 4.5. Odczynmik przygotowywaé kazdorazowo
i chroni¢ od swiatla.

d) Roztwor wzorcowy monenzyny: sporzadzi¢ roz-
twdr monenzyny wg 2.1.3 a) w alkoholu metylowym
o stezeniu 10 pg/ml.

2.2.3. Aparatura i przyrzgdy

a) Spektrofotometr.

b) Wstrzasarka laboratoryjna.

c) Suszarka elektryczna rgcezna,

2.2.4. Wykonanie oznaczania

2.2.4.1. Sporzadzanie krzywej wzorcowej. Do sporzg-
dzenta krzywej] wzorcowej wykorzysta¢ standardowy
rozfwor monenzyny przygotowany wg 2.2.2 d) o steze-
niu 10 pg/ml Do kolb pomiarowych pojemnosei 10 mi
odmierzy¢: 1, 2, 5, 6 1 8 ml roztworu wzorcowego
i dodac¢ alkoholu metylowego, napeiniajgc kolbk: do
objgtosct okolo 8 ml. Nastgpnie do kazde) kolbki od-
mierzy¢ 1,0 mi odczynnika wywolujgcego barwe wg
2.2.2 ¢) 1 uzupeini¢ alkoholem metylowym do kreski
Zawartos¢ kolb wymiesza¢ 1 umie$ci¢ je w tazni wodnej
o temperaturze 60°C na 25 min. Po ostudzeniu zmie-
rzy¢ absorbancj¢ barwnych roztworéw w spektrofoto-
metrze w kuwetach o drodze optyczne] 1 cm przy
dlugosci fali 518 nm wobec metanolu jako roztworu
odnosnikowego. Wykresli¢ krzywg wzorcowg odklada-
jac na osi rz¢dnych wartosci absorbancji, a na osi
odcigtych wartosci stgzen monenzyny. Krzywa wzorco-
wa ze wzgledu na duzag wrazliwos$¢ zachodzgcej reakcji
na czynniki zewnetrzne stuzy do kalibracji posiadanego
spektrofotometru i okredlenia zakresu prostoliniowego
przebiegu zaleznosci: absorbancja — st¢Zzenie monenzy-
ny. W badaniach préb przeprowadzaé¢ kazdorazowo
rownolegle reakcj¢ barwna dla wzorca monenzyny.

2.2.4.2. Przygotowanie ckstraktéw prob do badan

a) Przygotowanie ekstraktow z preparatu i premikséw.
Sporzadzi¢ z doktadnodcig 0,001 g (preparat) i 0,01 g
(premiks) odwazkg¢ proby o wielkosci podane) w za-
tgczniku 3 1 umiedcic w kolbie stozkowej ze szlifem
pojemnosci 500 ml. Doda¢ doktadnie 200 ml alkoholu
metylowego 1 zawarto$¢ kolby wstrzgsac na wstrzgsarce
laboratoryjnej przez 15 min. Po opadnigciu osadu cze$é
ekstraktu (okoto 150 ml) przesaczy¢ przez twardy sa-
czek. Pobra¢ odpowiednia ilos¢ filtratu 1 rozcienczyé
alkoholem metylowym zgodnie z zalgcznikiem 3.

b) Przygotowanie ekstraktow z mieszanek. Sporzgdzi¢
z doktadnoscia 0,01 g odwazke proby o wielkosci poda-
nej w zalgezniku 3 1 umiesci¢é w kolbie stozkowej ze
szlifem pojemnosct 250 ml. Dodaé doktadnie 100 m!
acetonu 1 zawarto§¢ kolby wstrzasa¢ na wsirzasarce
laboratoryjne; przez 1 h. Nast¢pnie kolbe umiescié
w zaciemnionym miejscu na calg noc w celu wykla-

rowania. Z klarownego ekstraktu pobra¢ delikatnie pi-
petg 5.0 ml do zlewki pojemnosci 25 ml, a nastgpnie
odparowa¢ aceton w strumieniu powietrza.

2.2.4.3. Wywotanie reakcji barwnej. W przypadku
preparatu i premikséw pobra¢ 1.0 ml ekstraktu przy-
gotowanego wg 2.2.4.2 a) do kolby pomiarowej pojem-
nosci 10 ml 1 doda¢ 5,0 ml alkoholu metylowego.
W przypadku mieszanki odparowany ekstrakt przygo-
towany wg 2.2.4.2 przeniesc ilosctowo za pomocg 7 mi
alkoholu metylowego do kolby pomiarowej pojemnosci
10 ml. Dalsze postepowanie dla wszystkich prob jest
jednakowe., Do kolby dodaé¢ 1,0 ml odczynnika wywo-
tujgcego barwe wg 2.2.2 ¢) i uzupetni¢ kolbg do kreski
alkoholem metylowym. Zawarto$¢ wymiesza¢ 1 kolbg
umiesci¢ w {azni wodnej o temperaturze 60°C na 25 min.
Po ostudzeniu zmierzy¢ absorbancj¢ barwnego roztwo-
ru w spektrofotometrze w kuwetach o drodze optycz-
nei 1 ¢m przy diugosct fali 518 nm wobec alkoholu
metylowego jako roztworu odnos$nikowego. Rownoleg-
le z wywolaniem reakcji barwnej proby nalezy prze-
prowadzi¢ reakcj¢ dla wzorca monenzyny. W tym celu
do trzech kolb pomiarowych pojemnosci 10 ml odmie-
rzy¢ I, 3 1 5 ml roztworu wzorcowego monenzyny
przygotowanego wg 2.2.2 d). Kolby uzupetni¢ alkoho-
lem metylowym do objgtosci okolo 6 ml. Do kazdej
kolby doda¢ 1,0 ml odczynnika wywotujacego barweg
wg 2.2.2 ¢) 1 uzupeni¢ alkoholem metylowym do kres-
ki. Dalej postgpowac jak z probg badang.

2.2.5. Obliczanie wyniku oznaczania. Zawarto$¢ mo-
nenzyny w preparacie 1 w premiksach (X)) obliczy¢
w g/kg wg wzoru

Ep ' A - 2 5
Xy =
i e m (5)
Zawarto$¢ monenzyny w mieszance (X;) obliczy¢
w mg/kg wg wzoru

E,-4+20 .
X = s (6)
‘ Ei - m
w kiorym:
A — zawarto$¢ monenzyny w trzech st¢zeniach
wzorca (90 pg),
m — nawazka prébki, g,
E, — absorbancja roztworu badanego,
£, — suma absorbancji z trzech st¢zen wzorca.

2.2.6. Wynik koficowy oznaczania. Za wynik nalezy
przyia¢ $rednig arytmetyczng wynikow dwoch réwno-
legtych oznaczan nie roznigeych si¢ wigcej niz 3% biedu
wzglednego w przypadku preparatu, 5% btedu wzglgd-
nego w przypadku premiksow i 10% blgdu wzgiednego
w przypadku mieszanek. Wynik poda¢ w zaokrggleniu
do jednego miejsca po przecinku.

KONIEZC
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Zatgczniki do BN-84/9160-23

ZALACZNIK 1

DANE DO PRZYGOTOWANIA EKSTRAKTOW Z PROB ZAWIERAJACYCH MONENZYNE W ILOSCI
POWYZEJ 50 MG/KG (METODA MIKROBIOLOGICZNA)

Nazwa Zatozona zawartos¢ Wielkos¢ odwazki Objetosc filtratu

monenzyny g ml
Rumensin 100 g/kg 1 1,6
Mikro B-wR 16 g/kg 2 5.0
Polfamiks DKA-starter 10 g/kg 2 8,0
Polfamiks DK A-finiszer 10 g/kg 2 8.0
Mieszanka DK A-starter 100 mg/kg 16 —
Mieszanka DKA-finiszer 100 mg/kg 16 —
Mieszanka 0-1 80 mg/kg 20 —
Mieszanka 0-2 80 mg/kg 20 —

ZALACZNIK 2

DANE DO PRZYGOTOWANIA EKSTRAKTOW Z PROB ZAWIERAJACYCH MONENZYNE W ILOSCI
50 MG I PONIZEJ W 1 KG PROBKI (METODA MIKROBIOLOGICZNA)

Zalozona zawartos¢ monenzyny Wielkos¢ odwazki Objetos¢ filtratu do odparowania
g ml
50 mg/kg 16 20
20 mg/kg 20 40
10 mg/kg 20 80

ZALACZNIK 3

DANE DO PRZYGOTOWANIA EKSTRAKTOW PROB DO BADAN METODA CHEMICZNA

Wielko$¢ odwazki

Objeto$¢ pobranego filtratu

Rozcieniczenie do objgtosci

Nazwa " 5l il
lRumcnsin 1 50
Mikro B-wR 5 5 50
Poltamiks DK A-starter 10 5 50
Polfamiks DK A-finiszer 10 5 50
Mieszanka DK A-starter 10 — —
Mieszanka DK A-finiszer 10 — s

1. Instytucja opracowujgca norm¢ — Centralne Laboratorium Prze-
mystus Paszowego w Lublinie z siedzibg w Snopkowie 21-002 Jastkow.

2. Istotne zmiany w stosunku do BN-82/9160-23

a) rozszerzono zakres stosowania normy na wszystkie produkty

zawierajagce monenzyne,

b) poszerzono zakres stosowania przedmiotu normy o mieszanki
zawierajacej ponizej 50 mg monenzyny w 1| kg,
¢) okreslono szczegbélowo sposéb przygotowywania ekstraktéw

prob do badan,

INFORMACJE DODATKOWE

d) wprowadzono w metodzie mikrobiologicznej pomiar stref za-
hamowania wzrostu dla czterech stgzen wzorca i proby,
¢) wprowadzono w metodzie mikrobiologicznej nowy sposéb ba-

dania rownolegtosci linii,

f) wyeliminowano test kwalifikacyjny,

g) uscislono w metodzie chemicznej sposéb przygotowania od-
czynnika wyptukujacego barwe.

3. Autorzy projektu normy — mgr Bozena Nogalska, mgr Maria
Jakubowska — Centralne Laboratorium Przemystu Paszowego.
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