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1. WSTEP

1.1. Przedmiot normy. Przedmiotem normy sg meto-
dy oznaczania kokcydiostatyku DOT (nazwa chemicz-
na 3,5-dwunitro-orto-toluenoamid, nazwa handlowa —
Zoalen, Abilen), w premiksach 1 mieszankach paszo-
wych.

1.2. Zakres stosowania metod. Metode opisang w 2.1
stosuje si¢ do oznaczania DOT w premiksach. Ozna-
czanie zawartosci DOT w mieszankach wykonuje sig
metoda opisang w 2.2. Metodg¢ t¢ stosuje si¢ dla probek
mieszanek zawierajacych nie mniej niz 40 mg DOT
w 1 keg.

2. METODY BADAN

2.1. Oznaczanie DOT w premiksach

2.1.1. Zasada oznaczania polega na ckstrakcji DOT
dwumetyloformamidem, dodaniu do ekstraktu etanolo-
wego roztworu wodorotlenku potasowego 1 pomiarze
absorbancji barwnego roztworu przy dlugosci fali
640 nm.

2.1.2. Odczynniki, roztwory i materiaty. Do analizy,
jezeli nie zaznaczono inaczej, nalezy stosowaé wylgcz-
nie odczynniki cz.d.a. oraz wod¢ destylowang lub wodg
0 rOwnowazne] czystosci.

a) Dwumetyloformamid.

b) Alkohol etylowy 96%(V/V).

¢) Alkohol etylowy 96%, roztwor 10%(V/V) w dwu-
metyloformamidzie. )

d) Roztwor wodorotlenku potasowego w alkoholu
etylowym o ¢(KOH) — 1 mol/l. Roztwor saczy¢ bez-
posrednio przed uzyciem.

e) Roztwor wzorcowy DOT. Zwazy¢ z doktadnoscia
0,0001 g wzorca DOT w ilosci 0,1 ¢ i przenie$¢ za
pomocg dwumetyloformamidu do kolby pomiarowe;j
pojemnosci 100 ml. Po catkowitym rozpuszczeniu DOT
uzupetni¢ kolb¢ do kreski dwumetyloformamidem 1 wy-
miesza¢ (1 ml tego roztworu zawiera 1 mg DOT).

Roztwory DOT oraz ekstrakty premiksow sq wrazliwe
na Swiatlo i muszq by¢ chronione przez stosowanie szkta

oranzowego lub stosowanie folii aluminiowej. Wykonanie
oznaczania odby)-vac’ sie powinno w zaciemnionym pokoju.

f) Sgczki twarde.

2.1.3. Aparatura i przyrzady

a) Spektrofotometr z kuwetami o grubosci 1 cm,
z przykrywkami.

b) Wstrzasarka laboratoryjna.

c) Stoper.

2.1.4. Wykonanie oznaczania

2.1.4.1. Przygotowanie ekstraktu. Odwazy¢ z doktad-
noscig 0,001 g okolo 5 g premiksu, przenies¢ do kolby
stozkowe] ze szlifem pojemnos$ci 300 ml 1 wla¢ 100,0 ml
dwumetyloformamidu. Zawarto$¢ kolby wstrzgsa¢ na
wstrzasarce laboratoryjnej przez 15 min. Po opadnig-
ciu osadu czg$¢ ekstraktu przesaczy¢ przez twardy sa-
czek. Pobra¢ 5 ml filtratu do kolby pomiarowej pojem-
nosct 50 ml 1 uzupetni¢ do kreski dwumetyloforma-
midem. Zawarto$¢ wymieszac.

2.1.4.2. Przeprowadzenie pomiaru. Do probéwki ze
szlifem odmierzy¢ 1,0 ml rozcienczonego filtratu, do-
da¢ 4,0 ml 10% roztworu alkoholu etylowego w dwu-
metyloformamidzie (2.1.2¢) 1 0,5 ml etanolowego roz-
tworu wodorotlenku potasowego (2.1.2d). Probowke
zamkng¢ korkiem 1 zawartos¢ probowki natychmiast
wymieszaé przez wstrzasanie. Doktadnie po uptywie
I min (mierzonej stoperem) od chwili dodania etanolo-
wego roztworu wodorotlenku potasowego zmierzyé
absorbancje roztworu spektrolotometrem w kuwetach
o grubosci 1 cm przy dlugosci fali 640 nm wobec
proby slepej, w ktorej 1 ml filtratu zastgpi¢ 1 ml
dwumetyloformamidu.

2.1.4.3. Sporzadzanie krzywej wzorcowej. Do kolb
pomiarowych pojemno$ci 50 ml przenie$¢ za pomoca
pipety kolejno: 1,0; 2,0; 3.0 1 4,0 ml roztworu wzor-
cowego DOT. Uzupelni¢ kolby do kreski dwumetylo-
formamidem i zawarto$§¢ wymieszaé. Uzyskane roztwo-
ry zawierajg odpowiednio 20: 40: 60 1 80 pg DOT
w 1 ml roztworu.

Z kazdego rozcienczenia pobra¢ po I ml do probdowek
ze szlifem 1 przeprowadzi¢ pomiar jak opisano
w 2.1.4.2. Wykre$li¢ zalezno$¢ absorbancji od st¢zenia
DOT.
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2.1.4.4. Obliczenie wyniku. Zawartos¢ DOT w pre-
miksie obliczy¢ w g/kg wg wzoru

A
L = — ' (1)
m
w ktorym:
A — zawarto$¢ DOT w roztworze badanym odczy-

tana z krzywej, pg/5,5 ml,

m — odwazka probki, g.

2.1.4.5. Wynik koncowy oznaczania. Za wynik nalezy
przyja¢ $rednig arytmetyczng wynikoOw dwu rownole-
otych oznaczan, réznigcych si¢ nie wigcej niz 5% btegdu
wzglednego. Wynik podaé¢ z doktadnoscig do drugiego
miejsca dziesigtnego.

2.2. Oznaczanie DOT w mieszankach paszowych

2.2.1. Zasada oznaczania polega na ekstrakcji DOT
z mieszanki acetonitrylem, oczyszczeniu ekstraktu za
pomocg tlenku glinu i przefiltrowaniu. Czg¢$¢ filtratu
odparowuje si¢ do sucha. Suchg pozostato$¢ rozpuszcza
si¢ w dwumetyloformamidzie i po dodaniu etylenodwu-
aminy mierzy si¢ absorbancj¢ barwnego roztworu przy
dtugosci fali 560 nm.

2.2.2. Odczynniki, roztwory i materialy. Do analizy,
jezeli nie zaznaczono inaczej, nalezy stosowaé wylacz-
nie odczynniki cz.d.a. oraz wod¢ destylowang lub wodg
o rOwnowaznej czystosSci.

a) Etylenodwuamina (minimum 98%).

b) Acetonitryl 85%(V/V).

¢) Dwumetyloformamid 95%(V/ V).

d) Tlenek glinu do chromatografii kolumnowej, obo-
jetny stopien aktywnos$ci II/III.

e) Roztwor wzorcowy DOT. Zwazy¢ z doktadnoscig
0,0001 g wzorca DOT w ilosci 50 mg i przenie$¢ za
pomocg rozcienczonego acetonitrylu (2.2.2b) do kolby
pomiarowej pojemno$ci 100 ml. Po catkowitym roz-
puszczeniu DOT uzupetni¢ kolb¢ do kreski rozciei-
czonym acetonitrylem i zawarto$§¢ wymieszac (1 ml tego
roztworu zawiera 500 pg DOT). '

Roztwory DOT i ekstrakty mieszanek sq wrazliwe
na Swiatto i muszq byc¢ chronione przez stosowanie szkta
oranzowego, lub stosowanie folii aluminiowej i wykona-
nie oznaczania w zaciemnionym pokoju. Wszelkie prace
z acetonitrylem i etylenodwuaming, wykonywac nalezy
pod wyciggiem i w rekawiczkach.

f) Saczki twarde.

2.2.3. Aparatura i przyrzgdy )

a) Spektrofotometr z kuwetami o grubosci | cm,
z przykrywkami,

b) Laznia wodna.

¢) Suszarka do wlosow.

2.2.4. Wykonanie oznaczania

2.2.4.1. Przygotowanie ekstraktu. Odwazy¢ okoto
10 g zmielonej mieszanki paszowej z dokladnosciag
0,001 g, przenies¢ do kolby stozkowej pojemnosci
300 ml 1 wla¢ 100,0 ml rozcienczonego acetonitrylu

(2.2.2b). Kolbg¢ zamknaé korkiem 1 zawarto$S¢ kolby
miesza¢ az do momentu uzyskania zawiesiny. Nast¢pnie
umiesci¢ kolb¢ w-tazni wodnej o temperaturze 50°C
na 15 min. Zawartos¢ kolby w tym czasie kilkakrotnie
zamieszac.

Po wyjeciu z tazni, ochtodzi¢ kolbg¢ w strumieniu
zimne] wody do temperatury pokojowej. Do kolby
doda¢ 20 ¢ tlenku glinu (2.2.2d) 1 zawartos¢ wytrzg-
sa¢ energicznie przez 5 min. Odstawi¢ kolb¢ na kilka
minut w celu opadnigcia osadu. Nastgpnie przesgaczycC
ckstrakt przez twardy sgczek.

2.2.4.2. Przeprowadzenie pomiaru. Do dwu zlewek
pojemnosci 25 ml oznaczonych A i B przenies¢ za
pomocg pipety po 2,0 ml filtratu. Zawarto$¢ zlewek
odparowa¢ do sucha za pomoca suszarki do wlosow.
Czynno$¢ wykonywac¢ pod dygestorium, przy urucho-
mionym wyciggu i opuszczone) szybie. Po ostygnigciu
zlewek dodaé¢ do zlewki 4 5.0 ml rozcienczonego dwu-
metyloformamidu (2.2.2¢), a do zlewki B 1,0 ml roz-
cienczonego dwumetyloformamidu. Rozpusci¢ suchg
pozostato$¢ poprzez mieszanie w ciggu kilku minut.
Nastgpnie do zlewki B doda¢ 4,0 ml etylenodwuaminy
(2.2.2a) i zawartos¢ zlewki wymiesza¢. Po uptywie 5 min
zmierzy¢ absorbancjg roztworéw z obu zlewek w spek-
trofotometrze w kuwetach z przykrywkami o grubosci
I ¢m, przy diugosci fali 560 nm w stosunku do roz-
cieiczonego dwumetyloformamidu (2.2.2c) jako proby
Slepej. Z uzyskanych pomiarOw obliczy¢ skorygowang
absorbancj¢ przez odjgcie od absorbancji roztworu ze
zlewki B absorbancjge roztworu ze zlewki A.

2.2.4.3. Sporzadzanie krzywej wzorcowej. Do kolby
pomiarowe] pojemnosci 50 ml odmierzy¢ 2,0 ml roz-
tworu wzorcowego DOT (2.2.2e) i1 uzupetni¢ kolbg do
kreski rozcienczonym acetonitrylem (2.2.2b). Zawarto$¢
wymieszaé. Do czterech zlewek pojemnosci 25 ml od-
mierzy¢ kolejno 0,5; 1,0; 1,5 1 2,0 ml przygotowanego
roztworu wzorcowego. Zawarto$¢ zlewek odparowac
do sucha za pomoca suszarki do wlosOw. Dalej po-
stgpowac tak jak opisano w 2.2.4.2 dla zlewki ozna-
czonej litera B. Wykre$li¢ zalezno$¢ absorbancji od
stezenia DOT.

2.2.4.4. Obliczanie wyniku. Zawartos¢ DOT w mie-
szance obliczy¢ w mg/kg wg wzoru

¥ = A - 250 2)
m .
w ktorym:
A — stezenie DOT w roztworze badanym, odczy-
tane z krzywej, pg/ml,
m — nawazka probki, g,
250 — wspodtczynnik przeliczeniowy.

2.2.4.5. Wynik koncowy oznaczania. Za wynik nalezy
przyja¢ $rednig arytmetyczng wynikéw dwu rownole-
glych oznaczan, réznigcych si¢ nie wigeej niz 5% bledu
wzglednego. Wynik poda¢ z doktadnoscig do jednego
miejsca dziesigtnego.
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