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METODELE DE ANALIZĂ 

privind controlul compoziţiei materiilor prime 

pentru nutreţuri şi a nutreţurilor combinate 

  

I. DETERMINAREA UMIDITĂŢII 

1.1. Obiectiv şi domeniu de aplicare 

Prezenta metodă permite determinarea conţinutului de umiditate al nutreţurilor. În cazul nutreţurilor care conţin substanţe volatile, cum sînt acizii organici, este de notat că o dată cu determinarea conţinutului de umiditate se determină şi cantităţi semnificative de substanţe volatile. 

Metoda nu se aplică în cazul analizei produselor lactate utilizate ca materii prime pentru nutreţuri, analizei substanţelor minerale şi a mixturilor compuse în principal din substanţe minerale, analizei grăsimilor şi uleiurilor de origine animală şi vegetală sau analizei seminţelor şi a fructelor oleaginoase. 

1.2. Principiul de aplicare 

Eşantionul se deshidratează în condiţii specificate, care variază în funcţie de natura nutreţurilor. Scăderea greutăţii se determină prin cîntărire. Este necesar să se efectueze o uscare prealabilă atunci cînd se analizează nutreţuri solide cu conţinut ridicat de umiditate. 

1.3. Dispozitive 

1.3.1. Moară construită dintr-un material care nu absoarbe umiditatea, uşor de curăţat, care permite o zdrobire rapidă şi uniformă, fără a provoca o încălzire semnificativă, care evită pe cît este posibil contactul cu aerul exterior şi care corespunde cerinţelor menţionate la subpunctele 1.4.1.1. şi 1.4.1.2. din prezenta anexă (de exemplu, micromori cu ciocane sau răcite cu apă, mori conice pliabile sau mori cu mecanism lent sau cu discuri dinţate). 

1.3.2. Balanţă analitică, cu toleranţă de 1 mg. 

1.3.3. Recipiente uscate din metal care nu se corodează sau din sticlă cu capace ermetice; suprafaţa de lucru permite împrăştierea eşantionului pînă la aproximativ 0,3 g/cm2. 

1.3.4. Cuptor izoterm cu încălzire electrică (± 2°C), ventilat corespunzător şi care asigură o reglare rapidă a temperaturii (1). 

1.3.5. Cuptor vidat cu încălzire electrică, reglabil, dotat cu o pompă de ulei şi cu: 

a) fie un mecanism de introducere a aerului fierbinte uscat; 

b) fie un agent de desicare (de exemplu, oxid de calciu). 

1.3.6. Desicator cu o placă din metal sau porţelan, groasă, perforată, conţinînd un agent de desicare eficient. 

1.4. Procedura de analiză 

Operaţiile descrise în această secţiune se efectuează imediat după deschiderea ambalajelor care conţin eşantioanele. Analizele trebuie să fie efectuate cel puţin în duplicat. 

Pentru uscarea cerealelor, a făinii fine, a tărîţelor şi a făinii grunjoase, cuptorul trebuie să aibă o capacitate termică astfel încît, atunci cînd temperatura este prestabilită la 131°C, va reveni la temperatura respectivă în mai puţin de 45 de minute după ce în interior a fost plasat un număr maxim de eşantioane de testat, în vederea uscării simultane. Ventilaţia trebuie să fie astfel încît, atunci cînd un număr cît mai mare de eşantioane de grîu comun pe care le poate conţine sînt supuse uscării timp de două ore, rezultatele diferă de cele obţinute după patru ore de uscare cu mai puţin de 0,15%. 

1.4.1. Metodele de preparare 

1.4.1.1. Nutreţuri care nu sînt menţionate la subpunctele 1.4.1.2. şi 1.4.1.3. 

Se prelevează cel puţin 50 g de eşantion. Dacă este necesar, se zdrobeşte sau se divizează astfel încît să se evite orice variaţie a conţinutului de umiditate. 

1.4.1.2. Cereale şi tărîţe 

Se prelevează cel puţin 50 g de eşantion. Se macină în particule din care cel puţin 50% trec printr-o sită cu orificii de 0,5 mm şi care nu determină un reziduu mai mare de 10% în cazul folosirii unei site cu orificii rotunde cu diametru de 1 mm. 

1.4.1.3. Nutreţuri lichide sau păstoase, nutreţuri constituite în mod predominant din uleiuri şi grăsimi 

Se prelevează aproximativ 25 g din eşantion, se cîntăreşte cu o abatere de 10 mg, se adaugă o cantitate adecvată de nisip anhidru cîntărită cu o abatere de 10 mg şi se amestecă pînă la obţinerea unui produs omogen. 

1.4.2. Procedura de uscare 

1.4.2.1. Nutreţuri care nu sînt menţionate la subpunctele 1.4.1.2. şi 1.4.1.3. 

Se cîntăreşte un recipient, conform descrierii de la subpunctul 1.3.3., împreună cu capacul său, cu o abatere de 1 mg. În recipientul respectiv se cîntăreşte, cu o abatere de 1 mg, o cantitate de 5 g de eşantion şi se împrăştie uniform. Recipientul se introduce, fără capac, în cuptorul încălzit în prealabil la 103°C. Pentru a împiedica scăderea inadecvată a temperaturii din cuptor, recipientul se introduce cît mai rapid posibil. Se lasă la uscat timp de patru ore, calculate din momentul în care temperatura din cuptor revine la 103°C. Se pune capacul pe recipient, acesta din urmă se scoate din cuptor, se lasă să se răcească timp de 30-45 de minute în desicator, conform descrierii de la subpunctul 1.3.6. şi se cîntăreşte cu o abatere de 1 mg. 

În cazul nutreţurilor constituite în mod predominant din uleiuri şi grăsimi, uscarea în cuptor se prelungeşte cu 30 de minute, la 103°C. Diferenţa între cele două cîntăriri nu trebuie să depăşească 0,1% în umiditate. 

1.4.2.2. Cereale, făină fină, tărîţe şi făină grunjoasă 

Se cîntăreşte un recipient, conform descrierii de la subpunctul 1.3.3., împreună cu capacul său, cu o abatere de 0,5 mg. În recipientul respectiv se cîntăreşte, cu o abatere de 1 mg, o cantitate de aproximativ 5 g de eşantion măcinat şi se împrăştie uniform. 

Recipientul se introduce, fără capac, în cuptorul încălzit în prealabil la 130°C. Pentru a împiedica scăderea inadecvată a temperaturii din cuptor, recipientul se introduce cît mai rapid posibil. Se lasă la uscat timp de două ore, considerate din momentul în care temperatura din cuptor revine la 130°C. Se pune capacul pe recipient, acesta din urmă se scoate din cuptor, se lasă să se răcească timp de 30-45 de minute în desicator, conform descrierii de la subpunctul 1.3.6. şi se cîntăreşte cu o abatere de 1 mg. 

1.4.2.3. Nutreţuri combinate care conţin peste 4% zaharoză sau lactoză: materii prime pentru nutreţuri precum seminţele de roşcove, produsele cerealiere hidrolizate, seminţele de malţ, bucăţi de sfeclă uscată, solubilizate de peşte şi zaharuri, nutreţuri combinate care conţin peste 25% săruri minerale care înglobează apă de cristalizare. 

Se cîntăreşte un recipient, conform descrierii de la subpunctul 1.3.3., împreună cu capacul său, cu o abatere de 0,5 mg. În recipientul respectiv se cîntăreşte, cu o abatere de 1 mg, o cantitate de aproximativ 5 g de eşantion şi se împrăştie uniform. Recipientul se introduce, fără capac, în cuptorul vidat, conform descrierii de la subpunctul 1.3.5., încălzit în prealabil la o temperatură cuprinsă între 80 şi 85°C. Pentru a împiedica scăderea inadecvată a temperaturii din cuptor, recipientul se introduce cît mai rapid posibil. 

Se aduce presiunea la 100 Torr şi se lasă la uscat, la această presiune, timp de patru ore, fie într-un curent de aer uscat şi cald, fie cu ajutorul unui agent de desicare (aproximativ 300 g pentru 20 de eşantioane). În al doilea caz, pompa de vid se deconectează după ce se obţine presiunea recomandată. Durata de uscare se calculează din momentul în care temperatura în cuptor revine la o valoare cuprinsă între 80 şi 85°C. Presiunea cuptorului se readuce cu grijă pînă la nivelul presiunii atmosferice. Se deschide cuptorul, se aşează imediat capacul pe recipient, se scoate recipientul din cuptor, se lasă să se răcească timp de 30-45 de minute în desicator, conform descrierii de la subpunctul 1.3.6. şi se cîntăreşte cu o abatere de 1 mg. Uscarea în cuptorul vidat se prelungeşte cu încă 30 de minute la o temperatură cuprinsă între 80 şi 85°C şi se recîntăreşte. Diferenţa între cele două cîntăriri nu trebuie să depăşească 0,1% în umiditate. 

1.4.3. Uscarea prealabilă 

1.4.3.1. Nutreţuri care nu sînt menţionate în subpunctul 1.4.3.2. 

Nutreţuri solide al căror conţinut de umiditate este ridicat, făcînd dificilă zdrobirea, trebuie să fie supuse uscării prealabile, după cum urmează: 

se cîntăresc, cu o abatere de 10 mg, 50 g de eşantion nemăcinat (dacă este cazul, nutreţurile comprimate sau aglomerate pot fi divizate cu aproximaţie) într-un recipient corespunzător (de exemplu, un taler de aluminiu de 20 × 12 cm cu bordură de 0,5 cm). Se lasă la uscat într-un cuptor la o temperatură cuprinsă între 60 şi 70°C, pînă ce conţinutul de umiditate s-a redus la o valoare cuprinsă între 8 şi 12%. Se scoate din cuptor, se lasă să se răcească, neacoperit, în laborator, timp de o oră şi se cîntăreşte cu o abatere de 10 mg. Se zdrobeşte imediat conform indicaţiilor de la subpunctul 1.4.1.1. şi se usucă conform indicaţiilor de la subpunctul 1.4.2.1. sau subpunctul 1.4.2.3, în funcţie de natura nutreţului. 

1.4.3.2. Cereale 

Grăunţele cu un conţinut de umiditate mai mare de 17% trebuie să fie supuse uscării prealabile, după cum urmează: 

se cîntăresc, cu o abatere de 10 mg, 50 g de grăunţe nemăcinate într-un recipient corespunzător (de exemplu, un taler de aluminiu de 20 × 12 cm cu bordură de 0,5 cm). Se lasă la uscat într-un cuptor, timp de 5-7 minute, la o temperatură de 130°C. Se scot din cuptor, se lasă să se răcească, neacoperit, în laborator, timp de două ore şi se cîntăresc cu o abatere de 10 mg. Se macină imediat conform indicaţiilor de la subpunctul 1.4.1.2. şi se usucă conform indicaţiilor de la subpunctul 1.4.2.2. 

1.5. Calcularea rezultatelor 

Conţinutul de umiditate (X) al eşantionului, în procente, se calculează prin utilizarea formulelor următoare: 

1.5.1. Uscare fără uscare prealabilă 

 

X = (m - m0)/m × 100, 

 

unde: 

m = greutatea iniţială, în grame, a eşantionului de testat; 

m0 = greutatea, în grame, a eşantionului de testat uscat. 

1.5.2. Uscare cu uscare prealabilă 

 

Xp = [(m2 - m0) × m1/m2 + m - m1] × 100/m = 100 × (1 - m1 × m0/m × m2),

 

unde: 

m = greutatea iniţială, în grame, a eşantionului de testat; 

m1 = greutatea, în grame, a eşantionului de testat după uscare prealabilă; 

m2 = greutatea, în grame, a eşantionului de testat după zdrobire sau măcinare; 

m0 = greutatea, în grame, a eşantionului de testat uscat. 

1.5.3. Repetabilitatea 

Diferenţa dintre rezultatele obţinute în două determinări paralele efectuate pe acelaşi eşantion nu depăşeşte 0,2% din valoarea absolută pentru umiditate. 

1.6. Observaţii 

Dacă zdrobirea se dovedeşte a fi necesară şi dacă această acţiune poate modifica conţinutul de umiditate al produsului, rezultatele analizei referitoare la componentele nutreţurilor trebuie ajustate în funcţie de conţinutul de umiditate al eşantionului în starea lui iniţială. 

  

II. DETERMINAREA UMIDITĂŢII DIN GRĂSIMILE 

ŞI ULEIURILE ANIMALE ŞI VEGETALE 

2.1. Obiectiv şi domeniu de aplicare 

Prezenta metodă permite determinarea conţinutului în apă şi substanţe volatile din grăsimile şi uleiurile animale şi vegetale. 

2.2. Principiul de aplicare 

Eşantionul se usucă pînă la atingerea greutăţii constante (pierderea de greutate între două cîntăriri succesive este mai mică sau egală cu 1 mg) la 103°C. Pierderea de greutate se determină prin cîntărire. 

2.3. Dispozitive 

2.3.1. Vas cu fund plat, din material rezistent la coroziune, cu diametru de 8-9 cm şi adîncime de aproximativ 3 cm. 

2.3.2. Termometru cu bulb întărit şi cu tub de expansiune la capătul superior, gradat de la aproximativ 80°C pînă la cel puţin 110°C şi lung de aproximativ 10 cm. 

2.3.3. Cuvă cu nisip sau plită. 

2.3.4. Desicator, care conţine un agent de uscare eficient. 

2.3.5. Balanţă analitică. 

2.4. Procedura de preparare 

Se cîntăresc, cu o abatere de 1 mg, aproximativ 20 g din eşantionul omogenizat, în recipientul uscat şi cîntărit, conform descrierii de la subpunctul 2.3.1., care conţine un termometru, conform descrierii de la subpunctul 2.3.2. Se încălzeşte pe cuva cu nisip sau pe plită, conform descrierii de la subpunctul 2.3.3., se amestecă continuu cu termometrul, astfel încît temperatura să ajungă la 90°C în aproximativ 7 minute. 

Se reduce intensitatea căldurii, urmărind frecvenţa cu care bulele se ridică de pe fundul vasului. Temperatura nu trebuie să depăşească 105°C. Se continuă amestecarea, răzuind fundul vasului, pînă cînd bulele încetează să se mai formeze. 

Pentru a asigura eliminarea completă a umidităţii, se reîncălzeşte de cîteva ori la 103 ± 2°C, răcind la 93°C între încălziri succesive. În continuare se lasă să se răcească la temperatura camerei în desicator, conform descrierii de la subpunctul 1.3.4. şi se cîntăreşte. Se repetă această operaţie pînă cînd pierderea de greutate dintre două încălziri succesive nu depăşeşte 2 mg. 

O creştere a greutăţii eşantionului după încălzire repetată indică oxidarea grăsimilor, caz în care rezultatul se calculează prin cîntărirea imediat înainte ca greutatea să înceapă să crească. 

2.5. Calcularea rezultatelor 

Conţinutul de umiditate (X), ca procentaj din eşantion, este dat de următoarea formulă: 

 

X = (m1 - m2) × 100/m,

 

unde: 

m = greutatea, în grame, a eşantionului de testat; 

m1 = greutatea, în grame, a vasului împreună cu conţinutul său înainte de încălzire; 

m2 = greutatea, în grame, a vasului împreună cu conţinutul său după încălzire.

Rezultatele mai mici de 0,05% se înregistrează ca fiind “sub 0,05%”. 

Repetabilitatea 

Diferenţa de umiditate dintre rezultatele a două determinări paralele efectuate pe acelaşi eşantion nu trebuie să depăşească 0,05%, în valoare absolută. 

  

III. DETERMINAREA CONŢINUTULUI DE PROTEINE BRUTE 

3.1. Obiectiv şi domeniu de aplicare 

Prezenta metodă permite determinarea conţinutului de proteine brute din nutreţuri pe baza conţinutului de azot, determinat conform metodei Kjeldahl. 

3.2. Principiul de aplicare 

Eşantionul se dizolvă cu acid sulfuric în prezenţa unui catalizator. Soluţia acidă se alcalinizează cu soluţie de hidroxid de sodiu. Amoniacul se distilează şi se colectează într-o cantitate măsurată de acid sulfuric, al cărei exces se titrează cu o soluţie etalon de hidroxid de sodiu. 

Ca alternativă, amoniacul eliberat se distilează într-o soluţie de acid boric în exces, urmat de titrare cu o soluţie de acid clorhidric sau acid sulfuric. 

3.3. Reactivi utilizaţi 

3.3.1. Sulfat de potasiu. 

3.3.2. Catalizator: oxid de cupru (II) CuO sau sulfat de cupru (II) pentahidrat, CuSO4 5H2O. 

3.3.3. Zinc granulat. 

3.3.4. Acid sulfuric, ρ20 = 1,84 g/ml. 

3.3.5. Acid sulfuric, soluţie volumetrică standard, c(H2SO4) = 0,25 mol/l. 

3.3.6. Acid sulfuric, soluţie volumetrică standard, c(H2SO4) = 0,1 mol/l. 

3.3.7. Acid sulfuric, soluţie volumetrică standard, c(H2SO4) = 0,05 mol/l. 

3.3.8. Indicator roşu de metil; se dizolvă 300 mg de roşu de metil în 100 ml de etanol, σ = 95-96% (v/v). 

3.3.9. Soluţie de hidroxid de sodiu (se poate utiliza soluţie de calitate tehnică) 

β = 40 g/100 ml (m/v: 40%). 

3.3.10. Hidroxid de sodiu, soluţie volumetrică standard, c(NaOH) = 0,25 mol/l. 

3.3.11. Hidroxid de sodiu, soluţie volumetrică standard, c(NaOH) = 0,1 mol/l. 

3.3.12. Piatră ponce granulată, spălată în acid clorhidric şi calcinată. 

3.3.13. Acetanilidă (m.p. = 114°C, conţinutul în N = 10,36%). 

3.3.14. Zaharoză (fără azot). 

3.3.15. Acid boric (H3BO3). 

3.3.16. Soluţie indicator de roşu de metil: se dizolvă 100 mg de roşu de metil în 100 ml de etanol sau metanol. 

3.3.17. Soluţie de verde de bromocrezol: se dizolvă 100 mg de verde de bromocrezol în 100 ml de etanol sau metanol. 

3.3.18. Soluţie de acid boric (10-40 g/l, în funcţie de aparatura utilizată). 

Cînd se aplică detectarea prin colorimetrie a punctului final, indicatorii roşu de metil şi bromocrezol trebuie adăugaţi la soluţiile de acid boric. Dacă se prepară 1 litru de soluţie de acid boric, înainte de ajustarea de volum, se adaugă 7 ml de soluţie de indicator roşu de metil, conform descrierii de la subpunctul 3.3.16. şi 10 ml de soluţie verde de bromocrezol, conform descrierii de la subpunctul 3.3.17. 

În funcţie de apa utilizată, pH-ul soluţiei de acid boric diferă de la lot la lot. Adesea este necesară o ajustare cu ajutorul unui mic volum de substanţă alcalină pentru a obţine un martor pozitiv. 

Adăugarea a aproximativ 3-4 ml de NaOH, conform descrierii de la subpunctul 3.3.11. în 1 litru de acid boric 10 g/l boric oferă, de obicei, ajustări bune. Soluţia se păstrează la temperatura camerei şi, pe durata păstrării, se protejează de lumină şi de surse de vapori de amoniac. 

3.3.19. Acid clorhidric, soluţie volumetrică standard, c(HCl) = 0,1 mol/l. 

Dacă în calcule se fac ajustările necesare, se pot folosi alte concentraţii de soluţii volumetrice, conform descrierii de la subpunctele 3.3.5., 3.3.6., 3.3.7., 3.3.10., 3.3.11. şi 3.3.19. Concentraţiile se exprimă întotdeauna cu patru zecimale. 

3.4. Dispozitive 

Aparatură adecvată pentru efectuarea dizolvării, distilării şi titrării conform procedurii Kjeldahl. 

3.5. Procedura de preparare 

3.5.1. Dizolvarea 

Se cîntăreşte 1 g de eşantion cu o abatere de 0,001 g şi se transferă eşantionul în vasul aparatului de dizolvare. Se adaugă 15 g de sulfat de potasiu, conform descrierii de la subpunctul 3.3.1., o cantitate adecvată de catalizator, conform descrierii de la subpunctul 3.3.2. [0,3-0,4 g oxid de cupru (II) sau 0,9-1,2 g sulfat de cupru (II) pentahidrat], 25 ml de acid sulfuric, conform descrierii de la subpunctul 3.3.4. şi, dacă este necesar, cîteva granule de piatră ponce, conform descrierii de la subpunctul 3.3.12., apoi se amestecă. 

Se încălzeşte vasul, la început moderat, agitînd circular din cînd în cînd, dacă este cazul, pînă ce materia s-a carbonizat şi spuma a dispărut; apoi se încălzeşte mai intens, pînă cînd lichidul fierbe constant. Încălzirea este adecvată dacă acidul aflat în fierbere se condensează pe peretele vasului. Se previne supraîncălzirea marginilor şi lipirea particulelor organice de acestea. 

Cînd soluţia devine limpede şi de culoare verde deschis, se continuă fierberea timp de încă două ore, apoi se lasă să se răcească. 

3.5.2. Distilarea 

Se adaugă cu atenţie apă suficientă pentru a asigura dizolvarea completă a sulfaţilor. Se lasă la răcit şi apoi se adaugă, dacă este cazul, cîteva granule de zinc, conform descrierii de la subpunctul 3.3.3. Se procedează în conformitate cu cele descrise la subpunctul 3.5.2.1. sau 3.5.2.2. 

3.5.2.1. Distilarea în acid sulfuric 

În vasul de colectare al aparatului de distilare se introduce o cantitate de 25 ml de acid sulfuric, conform descrierii de la subpunctul 3.3.5. sau 3.3.7., măsurată cu exactitate, în funcţie de conţinutul estimat de azot. Se adăugă cîteva picături de indicator roşu de metil, conform descrierii de la subpunctul 3.3.8. 

Se conectează vasul de dizolvare la condensatorul aparatului de distilare şi se scufundă capătul condensatorului în lichidul din vasul de colectare pînă la o adîncime de cel puţin 1 cm (a se vedea observaţia de la subpunctul 3.8.3.). Se toarnă încet 100 ml de soluţie de hidroxid de sodiu, conform descrierii de la subpunctul 3.3.9. în vasul de dizolvare, fără pierderi de amoniac (a se vedea observaţia de la subpunctul 3.8.1.). Se încălzeşte vasul pînă la distilarea completă a amoniacului. 

3.5.2.2. Distilarea în acid boric 

În cazul în care titrarea amoniacului conţinut în distilat se face manual, se aplică procedura indicată în continuare. 

În cazul în care unitatea de distilare este complet automatizată, inclusiv titrarea amoniacului conţinut în distilat, se urmează instrucţiunile de operare a unităţii de distilare puse la dispoziţie de producător. 

În cazul unei unităţi de distilare semiautomate, adăugarea hidroxidului de sodiu în exces şi distilarea în vapori se efectuează automat. 

Sub orificiul de evacuare al condensatorului se aşează un vas de colectare care conţine 25-30 ml de soluţie de acid boric, conform descrierii de la subpunctul 3.3.18., astfel încît tubul de evacuare se află sub nivelul suprafeţei soluţiei de acid boric în exces. Se reglează unitatea de distilare astfel încît să elibereze 50 ml de soluţie de hidroxid de sodiu, conform descrierii de la subpunctul 3.3.9. Unitatea de distilare se operează în conformitate cu instrucţiunile producătorului, distilîndu-se complet amoniacul eliberat prin adăugarea de soluţie de hidroxid de sodiu. Distilatul se colectează în soluţia de acid boric receptoare. Cantitatea de distilat (timpul de distilare în vapori) depinde de cantitatea de azot din eşantion. Se urmează instrucţiunile producătorului. 

3.5.3. Titrarea 

Se procedează ca în cazul descrierilor de la subpunctul 3.5.3.1. sau 3.5.3.2. 

3.5.3.1. Acid sulfuric 

Se titrează excesul de acid sulfuric în vasul de colectare cu soluţie de hidroxid de sodiu, conform descrierii de la subpunctul 3.3.10. sau 3.3.11., în funcţie de concentraţia acidului sulfuric utilizat, pînă se atinge punctul final. 

3.5.3.2. Acid boric 

Cu ajutorul unei biurete se titrează conţinutul vasului de colectare cu soluţie volumetrică standard de acid clorhidric, conform descrierii de la subpunctul 3.3.19. sau cu soluţie volumetrică standard de acid sulfuric, conform descrierii de la subpunctul 3.3.6. şi se citeşte cantitatea de soluţie de titrare utilizată. 

Cînd se aplică detectarea colorimetrică a punctului final, acesta este atins la prima apariţie în conţinut a culorii roz. Citirea biuretei se estimează cu o abatere de 0,05 ml. Vizualizarea punctului final poate fi facilitată de o placă de agitator magnetic iluminat sau de un detector fotometric. 

Aceasta poate fi efectuată automat prin utilizarea unui aparat de distilare cu vapori cu titrare automată. 

În cazul în care se utilizează un sistem automat de titrare, aceasta începe imediat după începerea distilării şi se utilizează soluţia de acid boric 1%, conform descrierii de la subpunctul 3.3.18. 

Operarea specifică a aparatului de distilare sau a celui de distilare/titrare se face conform instrucţiunilor producătorului. 

În cazul în care se utilizează o unitate de distilare complet automată, titrarea automată a amoniacului poate fi efectuată, de asemenea, prin detectarea punctului final cu ajutorul unui sistem pH potenţiometric. 

În acest caz, se utilizează un aparat de titrare automat, cu pH-metru. pH-metrul se calibrează corespunzător în intervalul de pH 4-7, folosindu-se proceduri de laborator normale de calibrare a pH-ului. 

Punctul final al titrării exprimat în pH este atins la valoarea de 4,6, reprezentînd punctul cel mai de jos al curbei de titrare (punctul de inflexiune). 

3.5.4. Testul martor 

Pentru a confirma faptul că reactivii nu conţin azot, se efectuează un test martor (dizolvare, distilare şi titrare), folosind 1 g de zaharoză, în locul eşantionului. 

3.6. Calcularea rezultatelor 

Calcularea se efectuează în conformitate cu prevederile subpunctului 3.6.1. sau 3.6.2. 

3.6.1. Calcularea titrării în conformitate cu subpunctul 3.5.3.1. 

Conţinutul de proteine brute, exprimat ca procent din greutate, se calculează conform următoarei formule: 

 

(V0 - V1) × c × 0,014 × 100 × 6,25/m,

 

unde: 

V0 = volumul (ml) de NaOH (conform indicaţiilor de la subpunctul 3.3.10. sau 3.3.11.) folosit în testul martor; 

V1 = volumul (ml) de NaOH (conform indicaţiilor de la subpunctul 3.3.10. sau 3.3.11.) folosit în titrarea eşantionului; 

c = concentraţia (mol/l) a hidroxidului de sodiu (conform indicaţiilor de la subpunctul 3.3.10. sau 3.3.11.); 

m = greutatea (g) a eşantionului. 

3.6.2. Calcularea titrării în conformitate cu subpunctul 3.5.3.2. 

3.6.2.1. Titrare cu acid clorhidric 

Conţinutul de proteine brute, exprimat ca procent din greutate, se calculează conform următoarei formule: 

 

(V1 - V0) × c × 1,4 × 6,25/m,

 

unde: 

m = greutatea (g) a părţii de testat; 

c = concentraţia (mol/l) a soluţiei volumetrice standard de acid clorhidric, conform indicaţiilor de la subpunctul 3.3.19.; 

V0 = volumul (în ml) de acid clorhidric utilizat în testul martor; 

V1 = volumul (în ml) de acid clorhidric utilizat în partea de testat. 

3.6.2.2. Titrare cu acid sulfuric 

Conţinutul de proteine brute, exprimat ca procent din greutate, se calculează conform următoarei formule: 

  

(V1 - V0) × c × 2,8 × 6,25/m,

 

unde: 

m = greutatea (g) a părţii de testat; 

c = concentraţia (mol/l) a soluţiei volumetrice standard de acid sulfuric, conform indicaţiilor de la subpunctul 3.3.6.; 

V0 = volumul (în ml) de acid sulfuric, conform indicaţiilor de la subpunctul 3.3.6. utilizat în testul martor; 

V1 = volumul (în ml) de acid sulfuric, conform indicaţiilor de la subpunctul 3.3.6. utilizat în testul martor. 

3.7. Verificarea metodei 

3.7.1. Repetabilitatea 

Diferenţa dintre rezultatele a două determinări paralele efectuate pe acelaşi eşantion nu trebuie să depăşească: 

a) 0,2% în valoare absolută, pentru un conţinut de proteine brute mai mic de 20%; 

b) 1% relativ la valoarea mai mare, pentru un conţinut de proteine brute cuprins între 20 şi 40%; 

c) 0,4% în valoare absolută, pentru un conţinut de proteine brute mai mare de 40%. 

3.7.2. Acurateţea 

Analiza (dizolvare, distilare şi titrare) se efectuează pe 1,5-2 g acetanilidă, conform indicaţiilor de la subpunctul 3.3.13., în prezenţa a 1 g zaharoză, conform indicaţiilor de la subpunctul 3.3.14.; 1 g de acetanilidă consumă 14,8 ml de acid sulfuric. Recuperarea trebuie să fie de cel puţin 99%. 

3.8. Observaţii 

3.8.1. Aparatura poate fi de tip manual, semiautomat sau automat. Dacă aparatura necesită un transfer între etapele de dizolvare şi distilare, acest transfer trebuie realizat fără pierderi. Dacă vasul aparatului de distilare nu este prevăzut cu o pîlnie de picurare, se adaugă hidroxidul de sodiu imediat înainte de conectarea vasului la condensator, turnînd încet lichidul pe marginea vasului. 

3.8.2. Dacă produsul de dizolvare se solidifică, se reîncepe determinarea folosind o cantitate mai mare de acid sulfuric, decît cele descrise în subpunctul 3.3.4., menţionată anterior. 

3.8.3. Pentru produsele cu conţinut scăzut de azot, volumul de acidul sulfuric, descris în subpunctul 3.3.7. care trebuie introdus în vasul de colectare poate fi redus, dacă este cazul, la 10 sau 15 ml şi completat pînă la 25 ml cu apă. 

3.8.4. Pentru analizele curente, în vederea determinării conţinutului de proteine brute se pot aplica metode alternative de analiză, dar metoda Kjeldahl descrisă în capitolul III al prezentei anexe este metoda de referinţă. Echivalenţa dintre rezultatele obţinute cu metoda alternativă şi cele obţinute prin metoda de referinţă trebuie demonstrată pentru fiecare matrice în mod individual. Întrucît rezultatele obţinute cu o metodă alternativă, chiar şi după verificarea echivalenţei, pot devia uşor faţă de rezultatele obţinute cu metoda de referinţă, este necesar de a menţiona în raportul analitic metoda de analiză utilizată pentru determinarea conţinutului de proteine brute. 

  

IV. DETERMINAREA UREEI 

4.1. Obiectiv şi domeniu de aplicare 

Prezenta metodă permite determinarea conţinutului de uree din nutreţuri. 

4.2. Principiul de aplicare 

Eşantionul este pus în suspensie în apă, în care s-a adăugat un produs de limpezire. Suspensia se filtrează. 

Conţinutul în uree al filtratului este determinat după adăugarea de 4-dimetilaminobenzaldehidă (4-DMAB), prin măsurarea densităţii optice la o lungime de undă de 420 nm. 

4.3. Reactivi utilizaţi 

4.3.1. Soluţie de 4-dimetilaminobenzaldehidă: se dizolvă 1,6 g de 4-DMAB în 100 ml de etanol 96% şi se adaugă 10 ml de acid clorhidric (ρ20 1,19 g/ml). Acest reactiv se conservă timp de maximum două săptămîni. 

4.3.2. Soluţie Carrez I: se dizolvă 21,9 g de acetat de zinc, Zn(CH3COO)22H2O şi 3 g de acid acetic glacial în apă. Se completează cu apă pînă la 100 ml. 

4.3.3. Soluţie Carrez II: se dizolvă 10,6 g de ferocianură de potasiu, K4Fe(CN)63H2O în apă. Se completează cu apă pînă la 100 ml. 

4.3.4. Cărbune activ care nu absoarbe ureea (de controlat). 

4.3.5. Uree, soluţie 0,1% (greutate/volum). 

4.4. Dispozitive 

4.4.1. Mixer (agitator): aproximativ 35-40 rpm. 

4.4.2. Eprubete: 160 × 16 mm cu dopuri de sticlă şlefuită. 

4.4.3. Spectrofotometru. 

4.5. Procedura de preparare 

4.5.1. Analiza eşantionului 

Se cîntăresc 2 g de eşantion cu abatere de 1 mg şi se introduc împreună cu 1 g de cărbune activ, în conformitate cu specificaţiile de la subpunctul 4.3.4., într-un balon gradat de 500 ml. Se adaugă 400 ml de apă şi 5 ml de soluţie Carrez I, în conformitate cu specificaţiile de la subpunctul 4.3.2., se amestecă timp de aproximativ 30 secunde şi se adaugă 5 ml de soluţie Carrez II, în conformitate cu specificaţiile de la subpunctul 4.3.3. Se amestecă timp de treizeci de minute în agitator. Se completează volumul cu apă, se agită şi se filtrează. 

Se îndepărtează 5 ml de filtrat transparent şi incolor, se introduc în eprubete cu dop de sticlă şlefuită, se adaugă 5 ml de soluţie de 4-DMAB, în conformitate cu descrierile de la subpunctul 4.3.1. şi se amestecă. Se introduc eprubetele într-o baie de apă la 20°C (± 4°C). După cincisprezece minute se măsoară densitatea optică a soluţiei de eşantion cu spectrofotometrul la 420 nm. Se compară cu soluţia de reactivi pentru testul martor. 

4.5.2. Curba de calibrare 

Se îndepărtează volume de 1, 2, 4, 5 şi 10 ml din soluţia de uree, în conformitate cu descrierile de la subpunctul 4.3.5., se introduc în baloanele gradate de 100 ml şi se completează volumul cu apă. Se îndepărtează 5 ml din fiecare soluţie, se adaugă în fiecare 5 ml de soluţie 4-DMAB, în conformitate cu descrierile de la subpunctul 4.3.1., se omogenizează şi se măsoară densitatea optică la 420 nm cu o soluţie martor care conţine 5 ml de 4-DMAB şi 5 ml de apă în care nu există uree. Se trasează curba de calibrare. 

4.6. Calcularea rezultatelor 

Se determină cantitatea de uree din eşantion cu ajutorul curbei de calibrare. 

Se exprimă rezultatul ca procent din eşantion. 

4.7. Observaţii 

4.7.1. În cazul unui conţinut de uree care depăşeşte 3%, se reduce greutatea eşantionului la 1 g sau se diluează soluţia iniţială astfel încît să nu fie mai mult de 50 mg de uree în 500 ml. 

4.7.2. În cazul unui conţinut mic în uree, se creşte greutatea eşantionului atît timp pînă cînd filtratul rămîne transparent şi incolor. 

4.7.3. Dacă eşantionul conţine compuşi de azot simpli, cum ar fi aminoacizii, densitatea optică se măsoară la 435 nm. 

  

V. DETERMINAREA BAZELOR AZOTATE VOLATILE 

A. Prin microdifuzie 

5.1. Obiectiv şi domeniu de aplicare 

Prezenta metodă permite determinarea conţinutului de baze azotate volatile, exprimate ca amoniac, din nutreţ. 

5.2. Principiul de aplicare 

Eşantionul este supus extracţiei cu apă, iar soluţia este limpezită şi filtrată. Bazele azotate volatile sînt dislocate prin microdifuzie cu ajutorul unei soluţii de carbonat de potasiu, colectate într-o soluţie de acid boric şi titrate cu acid sulfuric. 

5.3. Reactivi utilizaţi 

5.3.1. Acid tricloracetic, soluţie 20% (greutate/volum). 

5.3.2. Indicator: se dizolvă 33 mg de verde de bromocrezol şi 65 mg de roşu de metil în 100 ml de alcool etilic 95-96% (v/v). 

5.3.3. Soluţie de acid boric: într-un balon gradat de 1 l se dizolvă 10 g de acid boric în 200 ml de alcool etilic 95-96% (v/v) şi 700 ml de apă. Se adaugă 10 ml de indicator, conform descrierii de la subpunctul 5.3.2. Se amestecă şi, dacă este necesar, se ajustează coloraţia soluţiei la roşu deschis prin adăugarea unei soluţii de hidroxid de sodiu. 1 ml din această soluţie permite fixarea a maximum 300 μg de NH3. 

5.3.4. Soluţie saturată de carbonat de potasiu: se dizolvă 100 g de carbonat de sodiu în 100 ml de apă la temperatura de fierbere. Se lasă să se răcească şi se filtrează. 

5.3.5. Acid sulfuric 0,01 mol/litru. 

5.4. Dispozitive 

5.4.1. Mixer (agitator): aproximativ 35-40 rpm. 

5.4.2. Celule Conway, din sticlă sau din material plastic. 

5.4.3. Microbiurete gradate la 1/100 ml. 

5.5. Procedura de preparare 

Se cîntăresc 10 g de eşantion cu abatere de 1 mg şi se introduc împreună cu 100 ml de apă într-un balon gradat de 200 ml. Se amestecă sau se agită în agitator timp de 30 de minute. Se adaugă 50 ml de soluţie de acid tricloracetic, conform specificaţiilor de la subpunctul 5.3.1., se completează volumul cu apă, se agită cu putere şi se filtrează printr-un filtru cutat. 

Cu ajutorul unei pipete se introduce 1 ml de soluţie de acid boric, conform descrierii de la subpunctul 5.3.3., în partea centrală a celulei Conway şi 1 ml de filtrat de eşantion în coroana celulei. Se acoperă parţial cu ajutorul unui capac lubrifiat. Se picură cu rapiditate 1 ml de soluţie saturată de carbonat de potasiu, conform descrierii de la subpunctul 5.3.4., în coroană şi se închide capacul astfel încît celula este ermetizată. Se întoarce celula cu precauţie, rotind-o în plan orizontal, astfel încît cei doi reactivi se amestecă. Se lasă la incubat fie timp de cel puţin patru ore la temperatura camerei, fie timp de o oră la 40°C. 

Cu ajutorul unei microbiurete, conform specificaţiilor de la subpunctul 5.4.3., se titrează bazele volatile din soluţia de acid boric cu acid sulfuric, conform indicaţiilor de la subpunctul 5.3.5. 

Se efectuează un test martor aplicînd aceeaşi procedură, dar fără a analiza un eşantion. 

5.6. Calcularea rezultatelor 

1 ml de H2SO4 0,01 mol/litru corespunde la 0,34 mg de amoniac. 

Se exprimă rezultatul ca procent din eşantion. 

Repetabilitatea 

Diferenţa dintre rezultatele obţinute în două determinări paralele efectuate pe acelaşi eşantion nu depăşeşte: 

a) 10%, în valoare relativă, pentru un conţinut în amoniac mai mic de 1%; 

b) 0,1%, în valoare absolută, pentru un conţinut în amoniac de 1% sau mai mare. 

5.7. Observaţii 

Dacă conţinutul în amoniac al eşantionului depăşeşte 0,6%, se diluează filtratul iniţial. 

B. Prin distilare 

5.1. Obiectiv şi domeniu de aplicare 

Prezenta metodă permite determinarea conţinutului de baze azotate volatile, exprimate ca amoniac, a făinii din peşte care practic nu conţine deloc uree. Ea este aplicabilă doar în cazul unui conţinut în amoniac mai mic de 0,25%. 

5.2. Principiul de aplicare 

Eşantionul este supus extracţiei cu apă, iar soluţia este limpezită şi filtrată. Bazele azotate volatile sînt dislocate la punctul de fierbere prin adăugare de oxid de magneziu şi colectate într-o cantitate determinată de acid sulfuric, al cărui exces este retitrat cu o soluţie de hidroxid de sodiu. 

5.3. Reactivi utilizaţi 

5.3.1. Acid tricloracetic, soluţie 20% (greutate/volum). 

5.3.2. Oxid de magneziu. 

5.3.3. Emulsie antispumantă (de exemplu, silicon). 

5.3.4. Acid sulfuric 0,05 mol/litru. 

5.3.5. Soluţie de hidroxid de sodiu 0,1 mol/litru. 

5.3.6. Soluţie de roşu de metil 0,3% în etanol 95-96% (v/v). 

5.4. Dispozitive 

5.4.1. Mixer (agitator): aproximativ 35-40 de rpm. 

5.4.2. Aparat de distilat de tip Kjeldahl. 

5.5. Procedura de preparare 

Se cîntăresc 10 g de eşantion cu abatere de 1 mg şi se introduc împreună cu 100 ml de apă într-un balon gradat de 200 ml. Se amestecă sau se agită în agitator timp de 30 de minute. Se adaugă 50 ml de soluţie de acid tricloracetic, conform indicaţiilor de la subpunctul 5.3.1., se completează volumul cu apă, se agită cu putere şi se filtrează printr-un un filtru cutat. 

Se prelevează o cantitate de filtrat limpede adecvată pentru conţinutul în baze azotate volatile presupus (100 ml este de obicei suficient). Se diluează la 200 ml şi se adaugă 2 g de oxid de magneziu, precum şi cîteva picături de emulsie antispumantă. Soluţia trebuie să fie alcalină la testul cu turnesol; dacă nu este, se adaugă oxid de magneziu. Se continuă ca la subpunctul 5.5.2. şi 5.5.3. al metodei de analiză pentru determinarea conţinutului de proteine brute, descrisă în capitolul III al prezentei anexe. 

Se efectuează un test martor aplicînd aceeaşi procedură, dar fără a analiza un eşantion. 

5.6. Calcularea rezultatelor 

1 ml de H2SO4 0,05 mol/litru corespunde la 1,7 mg de amoniac. 

Se exprimă rezultatul ca procent din eşantion. 

Repetabilitatea 

Diferenţa dintre rezultatele obţinute în două determinări paralele efectuate pe acelaşi eşantion nu depăşeşte, în valoare relativă, 10% amoniac. 

  

VI. DETERMINAREA AMINOACIZILOR (CU EXCEPŢIA TRIPTOFANULUI) 

6.1. Obiectiv şi domeniu de aplicare 

Prezenta metodă permite determinarea aminoacizilor liberi (sintetici şi naturali) şi totali (legaţi în peptide şi liberi) din nutreţuri, folosind un analizator de aminoacizi. Ea este aplicabilă următorilor aminoacizi: cist(e)ină, metionină, lizină, treonină, alanină, arginină, acid aspartic, acid glutamic, glicină, histidină, izoleucină, leucină, fenilalanină, prolină, serină, tirozină şi valină. 

Metoda nu deosebeşte sărurile aminoacizilor şi nu permite diferenţierea între formele D şi L ale aminoacizilor. Ea nu este valabilă pentru determinarea triptofanului sau a analogilor hidroxilaţi ai aminoacizilor. 

6.2. Principiul de aplicare 

6.2.1. Aminoacizi liberi 

Aminoacizii liberi se extrag cu acid clorhidric diluat. Macromoleculele azotate coextrase se precipită cu acid sulfosalicilic şi se îndepărtează prin filtrare. Soluţia filtrată se ajustează la pH-ul de 2,2. Aminoacizii se separă prin cromatografie cu schimb de ioni şi se determină prin reacţie cu ninhidrină cu detecţie fotometrică la 570 nm. 

6.2.2. Aminoacizi totali 

Procedura aleasă depinde de aminoacizii care sînt analizaţi. Cist(e)ina şi metionina trebuie oxidate la acid cisteic şi, respectiv, metionin sulfonă înainte de hidroliză. Tirozina trebuie determinată în hidrolizate de eşantioane neoxidate. Toţi ceilalţi aminoacizi enumeraţi la punctul 6.1. se pot determina fie în eşantionul oxidat, fie în eşantionul neoxidat. 

Oxidarea se realizează la 0°C cu ajutorul unui amestec de acid performic şi fenol. Reactivul de oxidare în exces se descompune cu disulfit de sodiu. Eşantionul oxidat sau neoxidat se hidrolizează cu acid clorhidric, conform specificaţiilor de la subpunctul 6.3.20., timp de 23 de ore. Hidrolizatul se ajustează la pH-ul de 2,2. Aminoacizii se separă prin cromatografie cu schimb de ioni şi se determină prin reacţie cu ninhidrină folosind detecţia fotometrică la 570 nm (440 nm pentru prolină). 

6.3. Reactivi utilizaţi 

Trebuie utilizată apă dublu distilată sau apă de calitate echivalentă (conductivitate < 10 μS). 

6.3.1. Peroxid de hidrogen, g (g/g) = 30%. 

6.3.2. Acid formic, g (g/g) = 98-100%. 

6.3.3. Fenol. 

6.3.4. Disulfit de sodiu. 

6.3.5. Hidroxid de sodiu. 

6.3.6. Acid 5-sulfosalicilic dihidrat. 

6.3.7. Acid clorhidric, cu densitate de aproximativ 1,18 g/ml. 

6.3.8. Citrat trisodic dihidrat. 

6.3.9. 2,2’-tiodietanol (tiodiglicol). 

6.3.10. Clorură de sodiu. 

6.3.11. Ninhidrină. 

6.3.12. Eter de petrol, interval de fierbere 40-60°C. 

6.3.13. Norleucină sau alt compus adecvat pentru a fi utilizat ca etalon intern. 

6.3.14. Azot, gaz (< 10 ppm oxigen). 

6.3.15. 1-octanol. 

6.3.16. Aminoacizi. 

6.3.16.1. Substanţe standard enumerate la punctul 6.1. Compuşi puri care nu conţin deloc apă de cristalizare. Înainte de utilizare, se usucă în vid cu ajutorul P2O5 sau al H2SO4, timp de 1 săptămînă. 

6.3.16.2. Acid cisteic. 

6.3.16.3. Metionin sulfonă. 

6.3.17. Soluţie de hidroxid de sodiu, c = 7,5 mol/l. 

Se dizolvă 300 g de NaOH în apă şi se completează pînă la 1 litru. 

6.3.18. Soluţie de hidroxid de sodiu, c = 1 mol/l 

Se dizolvă 40 g de NaOH în apă şi se completează pînă la 1 litru. 

6.3.19. Soluţie de acid formic-fenol: 

Se amestecă 889 g de acid formic cu 111 g de apă şi se adaugă 4,73 g de fenol. 

6.3.20. Mixtură de hidroliză, c = 6 mol HCl/l conţinînd 1 g de fenol/l: 

Se adaugă 1 g de fenol la 492 ml de HCl şi se completează cu apă pînă la 1 litru. 

6.3.21. Mixtură de extracţie, c = 0,1 mol HCl/l conţinînd 2% tiodiglicol: se iau 8,2 ml de HCl, se diluează cu aproximativ 900 ml de apă, se adaugă 20 ml de tiodiglicol şi se completează cu apă pînă la 1 litru (nu se amestecă direct acidul clorhidric şi tiodiglicolul). 

6.3.22. Acid 5-sulfosalicilic dihidrat, β = 6%: 

se dizolvă 60 g de acid 5-sulfosalicilic în apă şi se completează cu apă pînă la 1 litru. 

6.3.23. Mixtură de oxidare (acid performic-fenol): 

Se amestecă 0,5 ml de peroxid de hidrogen cu 4,5 ml soluţie de acid formic-fenol într-un mic pahar de laborator. Se incubează la 20-30°C timp de 1 oră pentru a se forma acid performic, apoi se răceşte în baie de apă cu gheaţă (15 minute) înainte de a se adăuga la eşantion. 

Atenţie: a se evita contactul cu pielea şi a se purta îmbrăcăminte protectoare. 

6.3.24. Soluţie tampon de citrat, c = 0,2 mol Na+/l, pH 2,2: 

Se dizolvă 19,61 g de citrat de sodiu, 5 ml de tiodiglicol, 1 g de fenol şi 16,5 ml de HCl, cu densitate de aproximativ 1,18 g/ml în aproximativ 800 ml de apă. Se ajustează pH-ul la 2,2. Se completează cu apă pînă la 1 litru. 

6.3.25. Soluţii tampon de eluţie, preparate în conformitate cu condiţiile pentru analizorul utilizat în subpunctul 6.4.9. 

6.3.26. Reactiv ninhidrină, preparat în conformitate cu condiţiile pentru analizorul utilizat în subpunctul 6.4.9. 

6.3.27. Soluţii etalon de aminoacizi. Aceste soluţii se păstrează la o temperatură sub 5°C. 

6.3.27.1. Soluţie etalon stoc de aminoacizi, conform indicaţiilor de la subpunctul 6.3.16.1. 

c = 2,5 μmol/ml pentru fiecare, în acid clorhidric. 

Se pot obţine din surse comerciale. 

6.3.27.2. Soluţie etalon stoc de acid cisteic şi metionin sulfonă, c = 1,25 μmol/ml. 

Se dizolvă 0,2115 g de acid cisteic şi 0,2265 g de metionin sulfonă în soluţie tampon de citrat, conform specificaţiilor de la subpunctul 6.3.24., într-un balon gradat de 1 litru şi se completează pînă la semn cu soluţie tampon de citrat. Se păstrează la o temperatură sub 5°C, nu mai mult de 12 luni. Această soluţie nu se utilizează dacă soluţia etalon stoc conţine acid cisteic şi metionin sulfonă. 

6.3.27.3. Soluţie etalon stoc de etalon intern, de exemplu, norleucină, c = 20 μmol/ml. 

Se dizolvă 0,656 g de norleucină în soluţie tampon de citrat într-un balon gradat şi se completează cu soluţie tampon de citrat pînă la 250 ml. Se păstrează la o temperatură sub 5°C, nu mai mult de 6 luni. 

6.3.27.4. Soluţie de calibrare a aminoacizilor standard pentru utilizare cu hidrolizate, c = 5 nmol/50 μl de acid cisteic şi metionin sulfonă şi c = 10 nmol/50 μl din ceilalţi aminoacizi. Se dizolvă 2,2 g de clorură de sodiu într-un pahar de laborator de 100 ml care conţine 30 ml soluţie tampon de citrat. Se adaugă 4 ml de soluţie etalon stoc de aminoacizi, 4 ml soluţie etalon stoc de acid cisteic şi metionin sulfonă şi 0,5 ml soluţie etalon stoc de etalon intern, dacă este cazul. Se ajustează pH-ul la valoarea 2,2 cu hidroxid de sodiu. 

Se transferă cantitativ într-un balon gradat de 50 ml, se completează pînă la semn cu soluţie tampon de citrat şi se amestecă. 

Se păstrează la o temperatură sub 5°C, nu mai mult de 3 luni. 

6.3.27.5. Soluţie de calibrare a aminoacizilor standard pentru utilizare cu hidrolizate preparată în conformitate cu subpunctul 6.5.3.3.1. şi pentru utilizare cu extracte, conform descrierilor de la subpunctul 6.5.2. Soluţia de calibrare se prepară în conformitate cu prevederile subpunctului 6.3.27.4. dar omiţînd clorura de sodiu. 

Se păstrează la o temperatură sub 5°C, nu mai mult de 3 luni. 

6.4. Dispozitive 

6.4.1. Balon cu fund rotund de 100 sau 250 ml dotat cu un condensator cu reflux. 

6.4.2. Sticlă din borosilicat, de 100 ml, cu un dop filetat cu căptuşeală de cauciuc/teflon pentru utilizare în cuptor. 

6.4.3. Cuptor cu ventilaţie forţată şi un regulator de temperatură cu precizie mai mare de ± 2°C. 

6.4.4. pH-metru (cu trei zecimale). 

6.4.5. Filtru cu membrană (0,22 μm). 

6.4.6. Centrifugă. 

6.4.7. Evaporator rotativ cu vid. 

6.4.8. Agitator mecanic sau magnetic. 

6.4.9. Analizor de aminoacizi sau echipament HPLC cu coloană schimbătoare de ioni, dispozitiv pentru ninhidrină, derivare post-coloană şi detector fotometric. 

Coloana este umplută cu răşini de polistiren sulfonat capabile să separe aminoacizii unul de altul, precum şi de materiale care conţin ninhidrină. Fluxul din liniile cu soluţie tampon şi ninhidrină este asigurat de pompe care au o stabilitate a fluxului de ± 0,5% în perioada care include atît funcţionarea în vederea calibrării standardului, cît şi analiza eşantionului. 

În cazul unor analizori de aminoacizi se pot utiliza proceduri de hidrolizare în care hidrolizatul are o concentraţie de sodiu de c = 0,8 mol/l şi conţine întreaga cantitate de acid formic rezidual din etapa de oxidare. 

Alţi analizori nu oferă o separare satisfăcătoare a anumitor aminoacizi dacă hidrolizatul conţine exces de acid formic şi/sau concentraţii mari de ioni de sodiu. În acest caz, volumul de acid se reduce prin evaporare la aproximativ 5 ml după hidroliză şi înainte de ajustarea pH-ului. Evaporarea se face sub vid, la o temperatură maximă de 40°C. 

6.5. Procedura de preparare 

6.5.1. Prepararea eşantionului 

Se macină eşantionul astfel încît poate trece printr-o sită cu ochiuri de 0,5 mm. Eşantioanele cu un conţinut ridicat de umiditate trebuie fie uscate la aer, la o temperatură de maximum 50°C, fie liofilizate înainte de măcinare. Eşantioanele cu un conţinut ridicat de substanţe grase se extrag cu eter de petrol înainte de măcinare. 

6.5.2. Determinarea aminoacizilor liberi în nutreţuri şi în premixuri 

Se cîntăreşte cu o abatere de 0,2 mg o cantitate adecvată (1-5 g) din eşantionul preparat, conform prevederilor subpunctului 6.5.1., într-un flacon tip Erlenmeyer şi se adaugă 100 ml de extract de mixtură. Se agită mixtura timp de 60 minute cu ajutorul agitatorului mecanic sau magnetic. Se lasă să se decanteze sedimentul şi se pipetează 10 ml din soluţia supernatantă într-un pahar de laborator de 100 ml. 

Se adaugă 5 ml de soluţie de acid sulfosalicilic în cursul agitării şi se continuă agitarea cu ajutorul agitatorului magnetic timp de 5 minute. Se filtrează sau se centrifughează supernatantul pentru a se îndepărta orice precipitat. Se introduc 10 ml din soluţia rezultată într-un pahar de laborator de 100 ml şi se ajustează pH-ul la valoarea de 2,2 cu ajutorul soluţiei de hidroxid de sodiu, se transferă într-un balon gradat de volum adecvat utilizîndu-se soluţie tampon de citrat şi se completează pînă la semn cu soluţia tampon. 

Dacă se utilizează etalon intern, se adaugă 1 ml de etalon intern pentru fiecare 100 ml de soluţie finală şi se completează pînă la semn cu soluţie tampon. 

Se trece la etapa de cromatografie conform prevederilor subpunctului 6.5.4. 

Dacă extractele nu se examinează în aceeaşi zi, trebuie păstrate la o temperatură sub 5°C. 

6.5.3. Determinarea conţinutului total în aminoacizi 

6.5.3.1. Oxidare 

Se cîntăresc cu o abatere de 0,2 mg între 0,1 şi 1 g de eşantion preparat, conform prevederilor subpunctului 6.5.1. într-un (într-o): 

a) balon cu fund rotund de 100 ml, conform specificaţiilor de la subpunctul 6.4.1., pentru hidroliză în mediu deschis, potrivit descrierilor de la subpunctul 6.5.3.2.3.; sau 

b) balon cu fund rotund de 250 ml, conform specificaţiilor de la subpunctul 1.4.1., dacă este necesară o concentraţie mică de sodiu, conform prevederilor subpunctului 6.5.3.3.1.; sau 

c) sticlă de 100 ml dotată cu un dop filetat, potrivit prevederilor subpunctului 6.4.2. pentru hidroliză în mediu închis, conform descrierilor de la subpunctul 6.5.3.2.4. 

Porţia de eşantion cîntărită are un conţinut de azot de aproximativ 10 mg şi un conţinut de umiditate de maximum 100 mg. 

Se introduce balonul/sticla într-o baie de apă cu gheaţă şi se răceşte la 0°C, se adaugă 5 ml de mixtură de oxidare şi se amestecă cu ajutorul unei spatule de sticlă cu vîrf încovoiat. Se etanşeizează balonul/sticla conţinînd spatula cu ajutorul unei pelicule ermetizante, se introduce baia de apă cu gheaţă conţinînd recipientul etanşeizat într-un frigider la 0°C şi se lasă timp de 16 ore. După 16 ore, se scoate din frigider, iar excesul de reactiv de oxidare se descompune prin adăugarea a 0,84 g de disulfit de sodiu. 

Se trece la procedura specificată în subpunctul 6.5.3.2.1. 

6.5.3.2. Hidroliza 

6.5.3.2.1. Hidroliza eşantioanelor oxidate 

La eşantioanele oxidate preparate în conformitate cu subpunctul 6.5.3.1. se adaugă 25 ml de mixtură hidrolizată avînd grijă să se spele orice reziduu de eşantion de pe pereţii vasului şi de pe spatulă. 

În funcţie de procedura de hidrolizare utilizată, se trece la metoda descrisă în subpunctul 6.5.3.2.3. sau 6.5.3.2.4. 

6.5.3.2.2. Hidroliza eşantioanelor neoxidate 

Se cîntăresc 0,1-1 g de eşantion preparat, cu o abatere de 0,2 mg, fie într-un balon cu fund rotund de 100 ml sau 250 ml, fie într-o sticlă de 100 ml dotată cu dop filetat. Porţia de eşantion cîntărit trebuie să aibă un conţinut de azot de aproximativ 10 mg. Se adaugă cu grijă 25 ml de mixtură hidrolizată şi se amestecă cu eşantionul. Se procedează conform descrierilor de la subpunctul 6.5.3.2.3. sau 6.5.3.2.4. 

6.5.3.2.3. Hidroliza în mediu deschis 

Se adaugă 3 mărgele de sticlă în mixtura din balon (preparată conform menţiunilor de la subpunctul 6.5.3.2.1. sau 6.5.3.2.2.) şi se fierbe în clocot continuu sub reflux timp de 23 de ore. La încheierea hidrolizei, se spală condensatorul cu 5 ml de soluţie tampon de citrat. Se deconectează balonul şi se răceşte într-o baie de apă cu gheaţă. 

Se procedează conform prevederilor descrise în subpunctul 6.5.3.3. 

6.5.3.2.4. Hidroliza în mediu închis 

Sticla conţinînd mixtura preparată conform prevederilor subpunctului 6.5.3.2.1. sau 6.5.3.2.2. se introduce în cuptor, conform specificaţiilor de la subpunctul 6.4.3., la 110°C. 

În timpul primei ore, pentru a se preveni o creştere progresivă a presiunii (datorată expansiunii substanţelor gazoase) şi pentru a se evita o explozie, se plasează dopul filetat la nivelul extremităţii superioare a vasului. A nu se închide vasul cu dopul respectiv. După o oră, se închide vasul cu dopul respectiv şi se lasă în cuptor, conform specificaţiilor de la subpunctul 6.4.3, timp de 23 de ore. La încheierea hidrolizei, se îndepărtează sticla din cuptor, se scoate cu grijă dopul de la nivelul sticlei, iar aceasta se introduce într-o baie de apă cu gheaţă. Se lasă să se răcească. 

În funcţie de procedura de ajustare a pH-ului, se transferă cantitativ conţinutul sticlei într-un pahar de laborator de 250 de ml sau într-un balon cu fund rotund, utilizînd soluţie tampon de citrat. 

Se procedează conform prevederilor descrise în subpunctul 6.5.3.3. 

6.5.3.3. Ajustarea pH-ului 

În funcţie de toleranţa la sodiu a analizorului de aminoacizi, pentru ajustarea pH-ului se procedează conform metodei descrise în subpunctul 6.5.3.3.1. sau 6.5.3.3.2. 

6.5.3.3.1. Pentru sistemele cromatografice analizorul de aminoacizi necesitînd o concentraţie de sodiu mică 

Este recomandabil să se utilizeze o soluţie etalon stoc internă în cazul în care se folosesc analizori de aminoacizi necesitînd o concentraţie mică de sodiu (în cazul în care volumul de acid trebuie redus). 

În acest caz, la hidrolizat se adaugă 2 ml de soluţie etalon stoc internă înainte de evaporare. 

La hidrolizatul obţinut conform prevederilor subpunctului 6.5.3.2.3. sau 6.5.2.3.4. se adaugă 2 picături de 1-octanol. 

Utilizînd un evaporator rotativ se reduce volumul la 5-10 ml în condiţii de vid la 40°C. Dacă volumul este redus accidental la mai puţin de 5 ml, hidrolizatul trebuie aruncat, iar analiza trebuie repetată. 

Se ajustează pH-ul la 2,2 cu ajutorul soluţiei de hidroxid de sodiu şi se procedează în conformitate cu descrierea de la subpunctul 6.5.3.4. 

6.5.3.3.2. Pentru toţi ceilalţi analizori de aminoacizi 

Hidrolizatele obţinute ca la subpunctul 6.5.3.2.3. sau 6.5.3.2.4. se neutralizează parţial prin adăugarea cu grijă, în condiţii de agitare continuă, a 17 ml de soluţie de hidroxid de sodiu, asigurîndu-se că temperatura este menţinută sub 40°C. 

Se ajustează pH-ul la valoarea de 2,2 la temperatura camerei prin utilizarea soluţiei de hidroxid de sodiu, potrivit prevederilor subpunctului 6.3.17. şi în cele din urmă a soluţiei de hidroxid de sodiu, potrivit prevederilor subpunctului 6.3.18. Se trece la subpunctul 6.5.3.4. 

6.5.3.4. Soluţia de eşantion pentru cromatografie 

Se transferă cantitativ hidrolizatul cu pH ajustat, potrivit prevederilor subpunctului 6.5.3.3.1. sau 6.5.3.3.2., cu soluţie tampon de citrat într-un balon gradat de 200 ml şi se completează pînă la semn cu soluţie tampon. 

Dacă nu s-a utilizat deja un etalon intern, se adaugă 2 ml de etalon intern şi se completează pînă la semn cu soluţie tampon de citrat. Se amestecă minuţios. 

Se trece la etapa cromatografică, conform prevederilor descrise în subpunctul 6.5.4. 

Dacă soluţiile de eşantion nu se examinează în aceeaşi zi, ele se păstrează la o temperatură sub 5°C. 

6.5.4. Cromatografia 

Înainte de cromatografie se aduce extractul, descris în subpunctul 6.5.2. sau hidrolizatul, specificat în subpunctul 6.5.3.4. la temperatura camerei. Se agită mixtura şi se filtrează o cantitate potrivită printr-un filtru cu membrană cu orificii de 0,22 μm. Soluţia limpede rezultată se supune cromatografiei prin schimb ionic, utilizînd un analizor de aminoacizi. 

Injectarea poate fi efectuată manual sau automat. Este important ca aceeaşi cantitate de soluţie ± 0,5% să fie adăugată în coloană pentru analizarea etaloanelor şi a eşantioanelor cu excepţia situaţiilor în care se utilizează un etalon intern şi ca raporturile sodiu:aminoacizi în soluţiile de etalon şi în cele de eşantion să fie cît mai similare posibil. 

În general, frecvenţa manevrelor de calibrare depinde de stabilitatea reactivului ninhidrină şi a sistemului analitic. 

Etalonul sau eşantionul se diluează cu soluţie tampon de citrat pentru a genera o arie a vîrfului pentru etalon de 30-200% din aria vîrfului pentru eşantionul de aminoacid. 

Cromatografia aminoacizilor va varia uşor în funcţie de tipul analizorului şi de răşina utilizate. Sistemul ales trebuie să fie capabil să separe aminoacizii unul de altul, precum şi de materiale care conţin ninhidrină. În cursul operaţiilor, sistemul cromatografic generează un răspuns linear la modificările cantităţilor de aminoacizi adăugaţi la coloană. 

În cursul etapei cromatografice se aplică rapoartele înălţimii corespunzătoare punctului minim: vîrfului, menţionate în continuare, în cazul în care se analizează o soluţie echimolară (de aminoacizi analizaţi). Această soluţie echimolară trebuie să conţină cel puţin 30% din cantitatea maximă de aminoacizi care poate fi măsurată cu precizie cu ajutorul sistemului analizor de aminoacizi. 

Pentru separarea treoninei-serinei, în cazul suprapunerii a doi aminoacizi, raportul punct minim/vîrf corespunzător aminoacidului situat mai jos pe cromatogramă nu trebuie să depăşească 2:10. 

Dacă se determină doar cist(e)ina, metionina, treonina şi lizina, separarea insuficientă a vîrfurilor învecinate va influenţa în mod negativ determinarea. 

Pentru toţi ceilalţi aminoacizi, separarea trebuie să fie mai bună de 1:10. 

Sistemul trebuie să asigure că lizina se separă de “artefactele de lizină” şi de ornitină. 

6.6. Calcularea rezultatelor 

Aria vîrfului pentru eşantion şi etalon se măsoară pentru fiecare aminoacid în parte, iar cantitatea (X) se măsoară în g de aminoacid per kg de eşantion. 

 

X = A × c × M × V/B × m × 1000,

 

Dacă se utilizează un etalon intern se multiplică cu: D/C 

A = aria vîrfului, hidrolizat sau extract; 

B = aria vîrfului, soluţia etalon de calibrare; 

C = aria vîrfului, etalon intern în hidrolizat sau extract; 

D = aria vîrfului, etalon intern, soluţia etalon de calibrare; 

M = greutatea molară a aminoacidului determinat; 

c = concentraţia de standard în μmol/ml; 

m = greutatea eşantionului (g) (corectată pentru a obţine greutatea originală dacă produsul este uscat sau degresat); 

V = total hidrolizat în ml, potrivit prevederilor specificate în subpunctul 6.5.3.4. 

sau volumul de diluţie total calculat pentru extract, în ml, potrivit prevederilor specificate în subpunctul 6.6.1. 

Cistina şi cisteina se determină amîndouă ca acid cisteic în hidrolizate de eşantion oxidat, dar se calculează ca cistină (C6H12N2O4S2, M 240,30 g/mol) folosind M 120,15 g/mol (= 0,5 × 240,30 g/mol). 

Metionina se determină ca metionin sulfonă în hidrolizate de eşantion oxidat, dar se calculează ca metionină folosind M pentru metionină: 149,21 g/mol. 

Metionina liberă adăugată se determină după extracţie ca metionină, pentru calculare folosindu-se aceeaşi M. 

6.6.1. Volumul total de diluţie al extractelor (F) pentru determinarea aminoacizilor liberi, potrivit prevederilor subpunctului 6.5.2., se calculează după cum urmează: 

 

F = 100 ml × (10 ml + 5 ml)/10 ml × V/10,

 

unde: 

V = volumul extractului final. 

6.7. Observaţii 

6.7.1. Din cauza diferenţelor dintre analizorii de aminoacizi, concentraţiile finale ale soluţiilor de calibrare pentru aminoacizii standard, menţionate în subpunctele 6.3.27.4. şi 6.3.27.5. şi pentru hidrolizat, descris în subpunctul 6.5.3.4., se consideră orientative. 

Intervalul răspunsului liniar al aparatului trebuie verificat pentru toţi aminoacizii. 

Soluţia etalon se diluează cu soluţie tampon de citrat pentru a genera arii de vîrf situate la mijlocul intervalului. 

6.7.2. În cazul în care pentru analizarea hidrolizatelor se foloseşte aparatură de cromatografie lichidă de înaltă performanţă, condiţiile experimentale trebuie optimizate în conformitate cu recomandările producătorului. 

6.7.3. Prin aplicarea metodei la nutreţurile care conţin peste 1% clorură (concentrat, nutreţuri minerale, nutreţuri suplimentare) poate apărea o subestimare a metioninei, ceea ce necesită un tratament special. 

  

VII. DETERMINAREA TRIPTOFANULUI 

7.1. Obiectiv şi domeniu de aplicare 

Metoda permite determinarea în nutreţuri a triptofanului total şi liber. Ea nu face distincţie între formele D şi L. 

7.2. Principiul de aplicare 

Pentru determinarea triptofanului total, eşantionul se hidrolizează în mediu bazic cu o soluţie de hidroxid de bariu saturată şi se încălzeşte la 110°C timp de 20 de ore. După hidroliză, se adaugă etalon intern. 

Pentru determinarea triptofanului liber, eşantionul se extrage în mediu uşor acid în prezenţa etalonului intern. 

Triptofanul şi etalonul intern din hidrolizat sau din extract se determină prin HPLC prin detectarea fluorescenţei. 

7.3. Reactivi utilizaţi 

7.3.1. Se utilizează apă dublu distilată sau apă de calitate echivalentă (conductivitate < 10 μS/cm). 

7.3.2. Substanţă etalon: triptofan (puritate/conţinut ≥ 99%), uscat sub vid pe pentoxid fosforic. 

7.3.3. Substanţă etalon intern: α-metil-triptofan (puritate/conţinut ≥ 99%), uscat sub vid pe pentoxid fosforic. 

7.3.4. Hidroxid de bariu octahidratat (se evită expunerea excesivă la aer a Ba(OH)2 × 8 H2O pentru a se evita formarea de BaCO3, care ar putea perturba determinarea) (a se vedea menţiunea de la subpunctul 7.8.3.). 

7.3.5. Hidroxid de sodiu. 

7.3.6. Acid ortofosforic, g (g/g) = 85%. 

7.3.7. Acid clorhidric, ρ20 1,19 g/ml. 

7.3.8. Metanol, de calitate HPLC. 

7.3.9. Eter de petrol, interval de fierbere 40-60°C. 

7.3.10. Soluţie de hidroxid de sodiu, c = 1 mol/l: 

Se dizolvă 40 g de NaOH în apă şi se completează pînă la 1 litru cu apă, conform descrierii de la subpunctul 7.3.1. 

7.3.11. Acid clorhidric, c = 6 mol/l: 

Se iau 492 ml HCl, menţionat în subpunctul 7.3.7. şi se completează pînă la 1 litru cu apă. 

7.3.12. Acid clorhidric, c = 1 mol/l: 

Se iau 82 ml HCl, menţionat în subpunctul 7.3.7. şi se completează pînă la 1 litru cu apă. 

7.3.13. Acid clorhidric, c = 0,1 mol/l: 

Se iau 8,2 ml HCl, menţionat în subpunctul 7.3.7. şi se completează pînă la 1 litru cu apă. 

7.3.14. Acid ortofosforic, c = 0,5 mol/l: 

Se iau 34 ml de acid ortofosforic, specificat în subpunctul 7.3.6. şi se completează pînă la 1 litru cu apă, conform descrierii de la subpunctul 7.3.1. 

7.3.15. Soluţie concentrată de triptofan, menţionat în subpunctul 1.3.2., c = 2,50 μmol/ml: 

Într-un balon gradat de 500 ml se dizolvă 0,2553 g de triptofan (a se vedea menţiunea de la subpunctul 1.3.2) în acid clorhidric, descris în subpunctul 7.3.13. şi se completează pînă la semn cu acid clorhidric (se vedea menţiunea de la subpunctul 7.3.13.). Se păstrează la – 18°C timp de maximum 4 săptămîni. 

7.3.16. Soluţie de etalon intern concentrată, c = 2,50 μmol/ml: 

Într-un balon gradat de 500 ml se dizolvă 0,2728 g de α-metil-triptofan (a se vedea menţiunea de la subpunctul 7.3.3) în acid clorhidric, descris în subpunctul 7.3.13. şi se completează pînă la semn cu acid clorhidric (a se vedea menţiunea de la subpunctul 7.3.13.). Se păstrează la – 18°C timp de maximum 4 săptămîni. 

7.3.17. Soluţie etalon de calibrare pentru triptofan şi etalon intern: 

Se iau 2 ml din soluţia concentrată de triptofan, descris în subpunctul 7.3.15., şi 2 ml din soluţia concentrată de etalon intern (α-metil-triptofan), indicat în subpunctul 1.3.16. Se diluează cu apă, conform descrierii de la subpunctul 7.3.1. şi metanol (a se vedea menţiunea de la subpunctul 7.3.8.) pînă se ajunge la un volum aproximativ egal şi la aproximativ aceeaşi concentraţie de metanol (10-30%) ca şi hidrolizatul final. 

Această soluţie trebuie proaspăt preparată înainte de fiecare utilizare. 

În timpul preparării se protejează de lumina solară directă. 

7.3.18. Acid acetic. 

7.3.19. 1,1,1-triclor-2-metil-2-propanol. 

7.3.20. Etanolamină g (g/g) > 98%. 

7.3.21. 1 g de soluţie de 1,1,1-triclor-2-metil-2-propanol în 100 ml de metanol. 

7.3.22. Fază mobilă pentru HPLC: 3 g de acid acetic + 900 ml apă, conform descrierii de la subpunctul 1.3.1. + 50 ml soluţie (a se vedea menţiunea de la subpunctul 1.3.21.) de 1,1,1-triclor-2-metil-2-propanol în metanol (1 g/100 ml). Se ajustează pH-ul la valoarea 5 cu ajutorul etanolaminei, indicată în subpunctul 7.3.20. Se completează pînă la 1000 ml cu apă, conform descrierii de la subpunctul 7.3.1. 

7.4. Dispozitive 

7.4.1. Echipament de HPLC cu detector spectrofluorometric. 

7.4.2. Coloană pentru cromatografie lichidă, 125 mm × 4 mm, C18, particule de 3 μm sau echivalent. 

7.4.3. pH-metru. 

7.4.4. Vas de polipropilenă, cu capacitate de 125 ml, cu gît larg şi dop filetat. 

7.4.5. Filtru cu membrană, 0,45 μm. 

7.4.6. Autoclavă, 110 (± 2)°C, 1,4 (± 0,1) bar. 

7.4.7. Agitator mecanic sau amestecător magnetic. 

7.4.8. Mixer Vortex. 

7.5. Procedura de preparare 

7.5.1. Prepararea eşantioanelor 

Eşantionul se macină astfel încît acesta poate trece printr-o sită cu ochiuri de 0,5 mm. Înainte de măcinare, eşantioanele cu un conţinut ridicat de umiditate trebuie să fie uscate la aer la o temperatură de maximum 50°C, fie liofilizate. 

Înainte de măcinare, eşantioanele cu un conţinut ridicat de substanţe grase se extrag cu eter de petrol, conform indicaţiilor de la subpunctul 7.3.9. 

7.5.2. Determinarea triptofanului liber (extract) 

Se cîntăreşte cu o abatere de 1 mg o cantitate adecvată (1-5 g) din eşantionul preparat, conform descrierii de la subpunctul 7.5.1., într-un flacon tip Erlenmeyer. Se adaugă 100 ml de acid clorhidric (a se vedea menţiunea de la subpunctul 7.3.13.) şi 5 ml din soluţia etalon intern concentrată. Se agită sau se amestecă timp de 60 minute cu ajutorul unui agitator mecanic sau al unui amestecător magnetic. Se lasă să se decanteze sedimentul şi se pipetează 10 ml din soluţia supernatantă într-un pahar de laborator. Se adaugă 5 ml de acid ortofosforic. Se ajustează pH-ul la valoarea 3 utilizînd hidroxid de sodiu. Se adaugă suficient metanol pentru a obţine o concentraţie de metanol în volumul final de 10-30%. Se transferă într-un balon gradat de volum corespunzător şi se diluează cu apă pînă la un volum necesar pentru cromatografie (aproximativ acelaşi volum ca şi soluţia etalon de calibrare, conform indicaţiilor de la subpunctul 7.3.17.). 

Se filtrează cîteva ml de soluţie printr-un filtru cu membrană cu orificii de 0,45 μm înainte de a se injecta în coloana de HPLC. Se trece la etapa de cromatografie conform descrierilor de la subpunctul 7.5.4. 

Soluţia etalon şi extractele se protejează de lumina solară directă. Dacă analizarea extractelor nu este posibilă în aceeaşi zi, ele pot fi depozitate la 5°C, cel mult 3 zile. 

7.5.3. Determinarea triptofanului total (hidrolizat) 

Se cîntăresc cu o abatere de 0,2 mg între 0,1 şi 1 g din eşantionul preparat, conform prevederilor subpunctului 7.5.1., într-un vas de polipropilenă (a se vedea menţiunea de la subpunctul 7.4.4.). Porţia de eşantion cîntărit are un conţinut de azot de aproximativ 10 mg. Se adaugă 8,4 g de hidroxid de bariu octahidrat şi 10 ml de apă. Se amestecă într-un mixer Vortex sau într-un amestecător magnetic. Magnetul învelit în teflon se lasă în amestec. Se spală pereţii vasului cu 4 ml de apă. Se pune dopul filetat şi se închide vasul neermetic. Se transferă într-o autoclavă (a se vedea menţiunea de la subpunctul 7.4.6.) cu apă clocotită şi se expun la vapori de apă timp de 30-60 minute. Se închide autoclava şi se autoclavează la 110 (± 2)°C timp de 20 de ore. 

Înainte de a deschide autoclava se reduce temperatura la o valoare imediat sub 100°C. Pentru a se evita cristalizarea Ba(OH)2·8H2O, se adaugă la amestecul cald 30 ml apă la temperatura camerei. Se agită sau se amestecă uşor. Se adaugă 2 ml din soluţia concentrată de etalon intern (α-metil-triptofan), conform specificaţiilor de la subpunctul 7.3.16. Se răcesc vasele într-o baie de apă/gheaţă timp de 15 minute. 

Apoi, se adaugă 5 ml de acid ortofosforic. Se menţine vasul în baia de răcire şi se neutralizează cu HCl (a se vedea menţiunea de la subpunctul 7.3.11.) amestecînd continuu, apoi se ajustează pH-ul la valoarea 3 utilizînd HCl, conform prevederilor subpunctului 7.3.12. Se adaugă suficient metanol pentru a obţine o concentraţie de metanol în volumul final de 10-30%. Se transferă într-un balon gradat de volum corespunzător şi se diluează cu apă pînă la volumul definit necesar pentru cromatografie (de exemplu 100 ml). Adăugarea de metanol nu provoacă precipitare. 

Se filtrează cîţiva ml de soluţie printr-un filtru cu membrană cu orificii de 0,45 μm înainte de a se injecta în coloana HPLC. Se trece la etapa de cromatografie, conform prevederilor descrise în subpunctul 7.5.4. 

Soluţia etalon şi hidrolizatele se protejează de lumina solară directă. Dacă analizarea hidrolizatelor nu este posibilă în aceeaşi zi, ele pot fi depozitate la 5°C, cel mult 3 zile. 

7.5.4. Determinarea prin HPLC 

Următoarele condiţii pentru eluţia izocratică sînt oferite în scop orientativ; se pot aplica alte condiţii cu condiţia ca acestea să determine rezultate echivalente (a se vedea, de asemenea, observaţiile de la subpunctele 7.8.1. şi 7.8.2.), conform indicaţiilor din tabelul nr.1. 

  

	Tabelul nr.1 

  

Condiţiile pentru obţinerea eluţiei izocratice 

 

	Tehnica de măsurare
	Valorile indicate

	Coloana pentru cromatografie lichidă, conform specificaţiilor de la subpunctul 7.4.2.
	125 mm × 4 mm, C18, particule de 3 μm sau echivalent

	Temperatura coloanei
	temperatura camerei

	Faza mobilă (a se vedea menţiunea de la subpunctul 7.3.22.)
	3 g acetic acid (7.3.18.) + 900 ml apă (7.3.1.) + 50 ml soluţie (7.3.21.) de 1,1,1-triclor-2-metil-2-propanol în metanol (1 g/100 ml). 

Se ajustează pH-ul la valoarea 5 utilizînd etanolamină. Se completează pînă la 1000 ml cu apă, conform descrierii de la subpunctul 7.3.1

	Rata fluxului
	1 ml/minut

	Timpul total de desfăşurare
	aproximativ 34 min

	Lungimea undei de detecţie
	excitare: 280 nm, emisie: 356 nm

	Volumul de injectare
	20 μl


 

7.6. Calcularea rezultatelor 

Se calculează cantitatea de triptofan (X), în g per 100 g de eşantion. 

 

X = A × B × V1 × c × V2 × M/C × D × V3 × 10000 × m,

 

unde: 

A = aria vîrfului etalonului intern, soluţia etalon de calibrare (a se vedea menţiunea de la subpunctul 7.3.17.); 

B = suprafaţa vîrfului pentru triptofan, extract, conform prevederilor subpunctului 7.5.2. sau hidrolizat, conform prevederilor subpunctului 7.5.3.; 

V1 = volumul în ml (2 ml) al soluţiei concentrate de triptofan adăugată la soluţia de calibrare (a se vedea menţiunea de la subpunctul 7.3.17.); 

c = concentraţia în μmol/ml (= 2,50) a soluţiei concentrate de triptofan adăugată la soluţia de calibrare; 

V2 = volumul în ml al soluţiei etalon intern concentrate adăugată la extract, conform prevederilor subpunctului 7.5.2. (= 5 ml) sau la hidrolizat, conform prevederilor subpunctului 7.5.3. (= 2 ml); 

C = aria vîrfului etalonului intern, extract, conform prevederilor subpunctului 7.5.2 sau hidrolizat, conform prevederilor subpunctului 7.5.3.; 

D = aria vîrfului pentru triptofan, soluţia etalon de calibrare (a se vedea menţiunea de la subpunctul 7.3.17.); 

V3 = volumul în ml (= 2 ml) al soluţiei de etalon intern concentrate adăugată la soluţia etalon de calibrare (a se vedea menţiunea de la subpunctul 7.3.17.); 

m = greutatea eşantionului în g (corectată pentru a obţine greutatea originală dacă produsul este uscat şi/sau degresat); 

M = masa molară a triptofanului (= 204,23 g/mol). 

7.7. Repetabilitatea 

Diferenţa dintre rezultatele a două determinări paralele realizate pe acelaşi eşantion nu trebuie să depăşească 10% din rezultatul cel mai mare. 

7.8. Observaţii 

7.8.1. Respectarea următoarelor condiţii speciale de cromatografie, conform prevederilor tabelului nr.2, poate conduce la o mai bună separare a triptofanului de α-metil-triptofan. 

Eluţia izocratică este urmată de curăţarea coloanei prin gradient. 

  

	Tabelul nr.2 

  

Condiţiile speciale pentru cromatografie 

 

	Tehnica de măsurare
	Valorile indicate

	Coloana pentru cromatografie lichidă
	125 mm × 4 mm, C18, particule de 5 μm sau echivalent

	Temperatura coloanei
	32°C

	Faza mobilă
	A: 0,01 mol/l KH2PO4/metanol, 95 + 5 (V + V). 

B: Metanol

	Programul gradientului
	0 minute  
	100% A
	0% B 

	
	15 minute 
	100% A 
	0% B 

	
	17 minute 
	60% A 
	40% B 

	
	19 minute 
	60% A
	40% B 

	
	21 minute 
	100% A 
	0% B 

	
	33 minute 
	100% A 
	0% B

	Rata fluxului
	1,2 ml/minut

	Timpul total de desfăşurare
	aproximativ 33 min


 

7.8.2. Cromatografia variază în funcţie de tipul de HPLC şi de materialul utilizat la umplerea coloanei. Sistemul ales trebuie să fie capabil să stabilească o separare iniţială de referinţă între triptofan şi etalonul intern. În plus, este important ca produşii de degradare să fie bine separaţi de triptofan şi de etalonul intern. Se efectuează o operaţie de probă pe hidrolizate fără etalon intern pentru a verifica prezenţa impurităţilor la nivelul liniei de bază corespunzătoare etalonului intern. Este important ca durata eluţiei pentru toţi produşii de degradare să fie suficient de lungă, altfel prezenţa unor vîrfuri de eluţie întîrziate poate interfera cu operaţiile ulterioare de cromatografie. 

În cursul operaţiilor, sistemul cromatografic oferă un răspuns linear. Acest răspuns linear se măsoară în condiţii de concentraţie constantă (normală) a etalonului intern şi de concentraţii variabile a triptofanului. Este important că înălţimea vîrfurilor pentru triptofan şi pentru etalonul intern să se situeze în gama lineară a sistemului HPLC/fluorescenţă. Dacă vîrfurile pentru triptofan şi/sau pentru etalonul intern sînt prea joase sau prea înalte, analiza se repetă cu un eşantion de o altă dimensiune şi/sau un volum final modificat. 

7.8.3. Hidroxid de bariu 

Cu timpul, hidroxidul de bariu devine mai dificil de dizolvat. Aceasta generează o soluţie lipsită de limpezime pentru determinarea HPLC, ceea ce poate conduce la rezultate slabe pentru triptofan. 

  

VIII. DETERMINAREA CONŢINUTULUI DE ULEIURI ŞI GRĂSIMI BRUTE 

8.1. Obiectiv şi domeniu de aplicare 

Prezenta metodă este destinată determinării în nutreţuri a conţinutului de uleiuri şi grăsimi brute. Ea nu este aplicabilă analizării seminţelor şi fructelor oleaginoase. 

Utilizarea procedurilor descrise în subpunctele 8.1.1. şi 8.1.2. depinde de natura şi compoziţia nutreţului şi de motivul efectuării analizei. 

8.1.1. Procedura A – Uleiuri şi grăsimi brute care pot fi extrase direct 

Această metodă este aplicabilă materiilor prime pentru nutreţuri de origine vegetală, cu excepţia celor descrise în subpunctul 8.1.2. 

8.1.2. Procedura B – Uleiuri şi grăsimi brute totale 

Această metodă este aplicabilă materiilor prime pentru nutreţuri de origine animală şi tuturor nutreţurilor combinate. Ea trebuie folosită pentru toate materiile din care uleiurile şi grăsimile nu pot fi extrase complet fără hidroliză prealabilă (de exemplu, gluten, drojdie, proteine din cartofi şi produse supuse unor procese cum ar fi extrudarea, transformarea în fulgi şi încălzirea). 

8.1.3. Interpretarea rezultatelor 

În toate cazurile în care se obţine un rezultat superior folosind procedura menţionată în subpunctul 8.1.2. comparativ cu cel obţinut prin folosirea procedurii indicate în subpunctul 8.1.1., rezultatul obţinut prin procedura descrisă în subpunctul 8.1.2. se acceptă ca valoarea reală. 

8.2. Principiul de aplicare 

8.2.1. Procedura A 

Eşantionul se extrage cu eter de petrol. Solventul se îndepărtează prin distilare, iar reziduul se usucă şi se cîntăreşte. 

8.2.2. Procedura B 

Eşantionul se tratează la cald cu acid clorhidric. Amestecul se răceşte şi se filtrează. Reziduul se spală şi se usucă, apoi se supune determinării în conformitate cu procedura A. 

8.3. Reactivi utilizaţi 

8.3.1. Eter de petrol, interval de fierbere: 40-60°C. Indicele de brom trebuie să fie mai mic de 1, iar reziduul după evaporare sub 2 mg/100 ml. 

8.3.2. Sulfat de sodiu, anhidru. 

8.3.3. Acid clorhidric, c = 3 mol/l. 

8.3.4. Agent de filtrare, de exemplu Kieselguhr, Hyflo-supercel. 

8.4. Dispozitive 

8.4.1. Aparat de extracţie. Dacă este dotat cu un sifon (aparat Soxhlet), rata refluxului este astfel încît să producă aproximativ 10 cicluri pe oră; dacă aparatul este de tip fără sifon, rata refluxului este de aproximativ 10 ml pe minut. 

8.4.2. Cartuşe de extracţie, lipsite de materie solubilă în eter de petrol şi cu o porozitate compatibilă cu cerinţele menţionate la subpunctul 8.4.1. 

8.4.3. Cuptor de uscare, fie cu vid reglat la 75 ± 3°C, fie cu aer reglat la 100 ± 3°C. 

8.5. Procedura de aplicare 

8.5.1. Procedura A (a se vedea specificaţia de la subpunctul 8.8.1.) 

Se cîntăresc 5 g de eşantion cu o abatere de 1 mg, se transferă într-un cartuş de extracţie şi se acoperă cu un tampon de vată lipsit de grăsimi. 

Cartuşul se introduce într-un extractor şi se extrage timp de şase ore cu eter de petrol. Se colectează extractul de eter de petrol într-un vas uscat şi cîntărit, care conţine fragmente de piatră ponce. 

În cazul în care uleiurile sau grăsimile trebuie supuse unor teste de calitate ulterioare, fragmentele de piatră ponce se înlocuiesc cu mărgele de sticlă. 

Solventul se îndepărtează prin distilare. Se usucă reziduul, păstrînd vasul timp de o oră şi jumătate în cuptorul de uscare. Se lasă să se răcească într-un desicator şi se cîntăreşte. Se usucă din nou timp de 30 minute pentru a asigura că greutatea uleiurilor şi grăsimilor rămîne constantă (pierderea de greutate între două cîntăriri succesive trebuie să fie mai mică sau egală cu 1 mg). 

8.5.2. Procedura B 

Se cîntăresc 2,5 g de eşantion cu o abatere de 1 mg (a se vedea menţiunea de la subpunctul 8.8.2.), se introduc într-un pahar de laborator de 400 ml sau într-un flacon tip Erlenmeyer de 300 ml şi se adaugă 100 ml de acid clorhidric şi fragmente de piatră ponce. Se acoperă paharul de laborator cu o sticlă de ceas sau se conectează un condensator cu reflux la flaconul tip Erlenmeyer. Se aduce amestecul la fierbere uşoară deasupra unei flăcări mici sau pe o plită şi se păstrează în această stare timp de o oră. Trebuie să se împiedice lipirea produsului de părţile laterale ale recipientului. 

Se răceşte şi se adaugă o cantitate de adjuvant de filtrare suficientă pentru a evita orice pierdere de ulei şi grăsime în timpul filtrării. Se filtrează printr-un filtru de hîrtie dublă, umezită şi lipsită de grăsimi. Se spală reziduul în apă rece pînă se obţine un filtrat neutru. Se verifică filtratul ca să nu conţină deloc uleiuri şi grăsimi. 

Prezenţa acestora indică faptul că eşantionul trebuie extras cu eter de petrol, folosind procedura A, înainte de hidroliză. 

Se aşează filtrul de hîrtie dublă care conţine reziduul pe o sticlă de ceas şi se usucă timp de o oră şi jumătate în cuptorul cu aer la 100 ± 3°C. 

Se aşează filtrul de hîrtie dublă care conţine reziduul uscat într-un cartuş de extracţie şi se acoperă cu un tampon de vată lipsit de grăsimi. Cartuşul se introduce într-un extractor şi se procedează astfel cum se menţionează în subpunctul 8.5.1. 

8.6. Exprimarea rezultatului 

Greutatea reziduului se exprimă ca procent din eşantion. 

8.7. Repetabilitatea 

Diferenţa dintre rezultatele a două determinări paralele efectuate pe acelaşi eşantion de acelaşi laborant nu depăşesc: 

a) 0,2% în valoare absolută, pentru un conţinut în uleiuri şi grăsimi brute mai mic de 5%; 

b) 4% relativ la rezultatul cel mai mare pentru un conţinut cuprins între 5 şi 10%; 

c) 0,4% în valoare absolută, pentru un conţinut mai mare de 10%. 

8.8. Observaţii 

8.8.1. Pentru produse cu un conţinut mare de uleiuri şi grăsimi, care sînt dificil de măcinat sau care sînt improprii prelevării unui eşantion de testare redus omogen, se procedează după cum urmează. 

Se cîntăresc 20 g de eşantion cu o abatere de 1 mg şi se amestecă cu o cantitate de 10 g sau mai mare de sulfat de sodiu anhidru. Se extrage cu eter de petrol astfel cum se indică în subpunctul 8.5.1. Se completează extractul obţinut pînă la 500 ml cu eter de petrol şi se amestecă. Se iau 50 ml de soluţie şi se introduc într-un vas mic, uscat şi cîntărit, care conţine fragmente de piatră ponce. Se elimină solventul prin distilare, se usucă şi se procedează astfel cum se indică în subpunctul 8.5.1. 

Se elimină solventul din reziduul de extracţie rămas în cartuş, se macină reziduul pînă la o fineţe de 1 mm, se reintroduce în cartuşul de extracţie (nu se adaugă sulfat de sodiu) şi se procedează astfel cum se menţionează în subpunctul 8.5.1. 

Conţinutul de uleiuri şi grăsimi se calculează ca procent din eşantion folosind următoarea formulă: 

 

(10 m1 + m2) × 5,

 

unde: 

m1 = greutatea în grame a reziduului după prima extracţie (parte alicotă din extract); 

m2 = greutatea în grame a reziduului după a doua extracţie. 

8.8.2. Pentru produsele cu conţinut mic de uleiuri şi grăsimi, masa eşantionului de testat se poate mări la 5 g. 

8.8.3. Este posibil ca, înainte de hidroliză şi extracţie, hrana pentru animalele de companie cu conţinut mare de apă să fie amestecată cu sulfat de sodiu anhidru, conform procedurii B, descrise în subpunctul 8.5.2. 

8.8.4. La subpunctul 8.5.2., poate fi mai eficientă folosirea apei calde în locul apei reci pentru spălarea reziduului după filtrare. 

8.8.5. Este posibil ca timpul de uscare de 1,5 h să necesite a fi prelungit pentru unele nutreţuri. Uscarea excesivă se evită, întrucît acest fapt poate determina rezultate slabe. Se poate folosi, de asemenea, un cuptor cu microunde. 

8.8.6. Preextracţia prin procedura A, descrisă în subpunctul 8.5.1. înainte de hidroliză şi de reextracţie prin procedura B, indicată în subpunctul 8.5.2., se recomandă, în cazul în care conţinutul de uleiuri/grăsimi brute este mai mare de 15%. Într-o anumită măsură, acest fapt depinde de natura nutreţului şi de natura uleiurilor/grăsimilor din nutreţ. 

  

IX. DETERMINAREA CONŢINUTULUI DE FIBRE BRUTE 

9.1. Obiectiv şi domeniu de aplicare 

Prezenta metodă permite determinarea în nutreţuri a substanţelor organice lipsite de grăsimi care sînt insolubile în mediu acid şi alcalin şi care sînt descrise în mod convenţional ca fibre brute. 

9.2. Principiul de aplicare 

Eşantionul, degresat, se tratează succesiv cu soluţii de acid sulfuric şi hidroxid de potasiu, de concentraţii specifice, în stare de fierbere. Reziduul se separă prin filtrare printr-un filtru de sticlă sinterizată spălat, uscat, cîntărit şi calcinat la o temperatură cuprinsă între 475 şi 500°C. Pierderea de greutate rezultată prin calcinare corespunde fibrelor brute din eşantionul testat. 

9.3. Reactivi utilizaţi 

9.3.1. Acid sulfuric, c = 0,13 mol/l. 

9.3.2. Agent antispumant (de exemplu n-octanol). 

9.3.3. Agent de filtrare (Celite 545 sau echivalent), încălzit la 500°C timp de patru ore, conform descrierilor de la subpunctul 9.8.6. 

9.3.4. Acetonă. 

9.3.5. Eter de petrol cu interval de fierbere între 40 şi 60°C. 

9.3.6. Acid clorhidric, c = 0,5 mol/l. 

9.3.7. Soluţie de hidroxid de potasiu, c = 0,23 mol/l. 

9.4. Dispozitive 

9.4.1. Unitate de încălzire pentru dizolvare cu acid sulfuric şi soluţie de hidroxid de potasiu, echipată cu un suport pentru creuzetul filtrant (a se vedea menţiunea de la subpunctul 9.4.2.) şi dotată cu un tub de evacuare prevăzut cu un dop la orificiul de ieşire pentru lichide şi de creare de vid, posibil şi cu aer comprimat. Înainte de fiecare utilizare zilnică, unitatea se preîncălzeşte cu apă aflată în stare de fierbere, timp de 5 minute. 

9.4.2. Creuzet filtrant de sticlă cu placă filtrantă de sticlă sinterizată fuzionată, cu pori de 40-90 μm. Înainte de prima utilizare se încălzeşte la 500°C timp de cîteva minute, iar apoi se răceşte, conform indicaţiilor de la subpunctul 9.8.6. 

9.4.3. Cilindru de cel puţin 270 ml cu condensator cu reflux, care poate fi supus fierberii. 

9.4.4. Cuptor de uscare, cu termostat 

9.4.5. Cuptor cu muflă, cu termostat 

9.4.6. Unitate de extracţie compusă dintr-o placă de sprijin pentru creuzetul filtrant, conform descrierii de la subpunctul 9.4.2. şi cu o ţeavă de evacuare prevăzută cu un dop la orificiul de creare de vid şi de ieşire a lichidelor. 

9.4.7. Inele de conectare utilizate pentru a asambla unitatea de încălzire, creuzetul şi cilindrul, precum şi pentru a conecta unitatea de extracţie la rece cu creuzetul. 

9.5. Procedura de preparare 

Se cîntăreşte 1 g de eşantion preparat cu o abatere de 1 mg şi se introduce în creuzet, (a se vedea observaţiile indicate în subpunctele 9.8.1., 9.8.2. şi 9.8.3.) şi se adaugă 1 g de adjuvant de filtrare. 

Se asamblează unitatea de încălzire şi creuzetul filtrant, apoi se ataşează cilindrul la creuzet. Se toarnă 150 ml de acid sulfuric aflat în stare de fierbere în ansamblul cilindru-creuzet şi, dacă este necesar, se adaugă cîteva picături de agent antispumant. 

Se aduce lichidul la fierbere în decurs de 5 ± 2 minute şi se fierbe viguros exact 30 de minute. 

Se deschide dopul ţevii de evacuare, indicat în subpunctul 9.4.1., şi, în condiţii de vid, se filtrează acidul sulfuric prin creuzetul filtrant, apoi se spală reziduul cu trei porţii consecutive de 30 ml de apă aflată în stare de fierbere, asigurîndu-se că reziduul se filtrează uscat după fiecare spălare. 

Se închide dopul orificiului de evacuare şi se toarnă 150 ml de soluţie de hidroxid de potasiu aflată în stare de fierbere în ansamblul cilindru-creuzet, apoi se adaugă cîteva picături de agent antispumant. Se aduce lichidul la punctul de fierbere în decurs de 5 ± 2 minute şi se fierbe viguros exact 30 de minute. Se filtrează şi se repetă procedura de spălare utilizată în etapa cu acid sulfuric. 

După spălarea şi uscarea finală, se deconectează creuzetul împreună cu conţinutul său şi se reconectează la unitatea de extracţie la rece. Se creează vidul, iar reziduul se spală în creuzet cu trei porţii consecutive de acetonă de 25 ml, asigurîndu-se că reziduul se filtrează în starea uscată după fiecare spălare. 

Creuzetul se usucă în cuptor la 130°C pînă se ajunge la o greutate constantă. După fiecare uscare, se răceşte în desicator şi se cîntăreşte rapid. Se introduce creuzetul într-un cuptor cu muflă şi se calcinează pînă se atinge o greutate constantă (pierderea de greutate între două cîntăriri succesive trebuie să fie mai mică sau egală cu 2 mg) la o temperatură cuprinsă între 475°C şi 500°C timp de cel puţin 30 de minute. 

După fiecare încălzire, înainte de cîntărire se răceşte mai întîi în cuptor, iar apoi în desicator. 

Se efectuează un test martor fără eşantion. Pierderea de greutate rezultată din calcinare nu trebui să depăşească 4 mg. 

9.6. Calcularea rezultatelor 

Conţinutul de fibre brute exprimat ca procent din eşantion este dat de formula: 

 

X = (m0 - m1) × 100/m,

 

unde: 

m = greutatea eşantionului în g; 

m0 = pierderea de greutate după calcinare în cursul determinării, în g; 

m1 = pierderea de greutate după calcinare în cursul testului martor, în g. 

9.7. Repetabilitatea 

Diferenţa dintre rezultatele a două determinări paralele efectuate pe acelaşi eşantion nu trebuie să depăşească: 

a) 0,6% în valoare absolută pentru un conţinut de fibre brute mai mic de 10%; 

b) 6% relativ la rezultatul mai mare, pentru un conţinut de fibre brute egal sau mai mare de 10%. 

9.8. Observaţii 

9.8.1. Nutreţurile care au conţinut de grăsimi brute mai mare de 10% trebuie să fie degresate înainte de a fi supuse analizei cu eter de petrol. Creuzetul filtrant (a se vedea menţiunea de la subpunctul 9.4.2.) împreună cu conţinutul său se conectează la unitatea de extracţie la rece, conform prevederilor subpunctului 9.4.6. şi se creează vidul, apoi se spală reziduul cu trei porţii consecutive de eter de petrol de 30 ml, asigurîndu-se că reziduul este uscat. Creuzetul împreună cu conţinutul său se conectează la unitatea de încălzire şi se continuă astfel cum se descrie la punctul 9.5. 

9.8.2. Nutreţurile care conţin grăsimi care nu pot fi extrase direct cu eter de petrol trebuie degresate astfel cum se indică la subpunctul 9.8.1. şi degresate încă o dată după fierbere cu acid. După fierbere cu acid şi spălare consecutivă, creuzetul împreună cu conţinutul său se conectează la unitatea de extracţie la rece, apoi se spală de trei ori cu 30 ml acetonă, urmat de trei spălări suplimentare cu porţii de eter de petrol de 30 ml. Se filtrează sub vid pînă la uscare, iar analizarea se continuă astfel cum se descrie la punctul 9.5., începînd cu tratamentul cu hidroxid de potasiu. 

9.8.3. Dacă nutreţul conţine mai mult de 5% carbonaţi, exprimaţi ca şi carbonat de calciu, se conectează creuzetul împreună cu eşantionul cîntărit la unitatea de încălzire. Eşantionul se spală de trei ori cu 30 ml acid clorhidric. După fiecare adăugare, se lasă eşantionul să stea timp de aproximativ 1 minut înainte de filtrare. 

Se spală o singură dată cu 30 ml apă, iar apoi se continuă astfel cum se descrie la punctul 9.5. 

9.8.4. Dacă se utilizează aparatură în formă de stativ (o serie de creuzete ataşate la aceeaşi unitate de încălzire) nu se efectuează două determinări individuale pe acelaşi eşantion de analizat în aceeaşi serie. 

9.8.5. Dacă după fierbere este dificil să se filtreze soluţiile acide şi alcaline, se utilizează aer comprimat introdus prin ţeava de evacuare a unităţii de încălzire şi apoi se continuă filtrarea. 

9.8.6. Temperatura de calcinare nu depăşeşte 500°C pentru a se putea prelungi timpul de utilizare a sticlei creuzetului filtrant. Trebuie acordată atenţie pentru a se evita şocurile termice excesive în cursul ciclurilor de încălzire şi răcire. 

  

X. DETERMINAREA ZAHARURILOR 

10.1. Obiectiv şi domeniu de aplicare 

Prezenta metodă permite determinarea cantităţii de zaharuri reductoare şi a zaharurilor totale după inversie, exprimate ca glucoză sau, acolo unde este cazul, ca zaharoză, prin conversie cu factorul 0,95. Ea este aplicabilă nutreţurilor combinate. Pentru alte tipuri de nutreţuri există metode specifice. Dacă este necesar, lactoza se determină separat, ţinîndu-se cont de aceasta la calcularea rezultatelor. 

10.2. Principiul de aplicare 

Zaharurile se extrag în etanol diluat; soluţia se limpezeşte cu soluţii Carrez I şi II. După eliminarea etanolului, cantităţile pre- şi postinversie se determină prin metoda Luff-Schoorl. 

10.3. Reactivi utilizaţi 

10.3.1. Soluţie de etanol cu concentraţie de 40% (v/v): 0,948 g/ml la 20°C, neutralizată cu fenolftaleină. 

10.3.2. Soluţie Carrez I: se dizolvă 21,9 g de acetat de zinc Zn(CH3COO)2 × 2H2O şi 3 g de acid acetic glacial în apă. Se completează cu apă pînă la 100 ml. 

10.3.3. Soluţie Carrez II: se dizolvă 10,6 g de ferocianură de potasiu, K4Fe(CN)6 × 3H2O în apă. Se completează cu apă pînă la 100 ml. 

10.3.4. Metiloranj, soluţie 0,1% (greutate/volum). 

10.3.5. Acid clorhidric 4 mol/litru. 

10.3.6. Acid clorhidric 0,1 mol/litru. 

10.3.7. Soluţie de hidroxid de sodiu 0,1 mol/litru. 

10.3.8. Reactiv Luff-Schoorl: 

Amestecînd cu grijă, se toarnă soluţia de acid citric (a se vedea menţiunea de la subpunctul 10.3.8.2.) în soluţia de carbonat de sodiu, descrisă la subpunctul 10.3.8.3. Se adaugă soluţia de sulfat de cupru, conform descrierilor de la subpunctul 10.3.8.1., şi se completează pînă la 1 litru cu apă. Se lasă la decantare peste noapte şi se filtrează. 

Se verifică concentraţia reactivului obţinut (Cu 0,05 mol/litru; Na2CO3 1 mol/litru) × ph-ul soluţiei este aproximativ 9,4. 

10.3.8.1. Soluţie de sulfat de cupru: se dizolvă 25 g de sulfat de cupru, CuSO4 × 5 H2O, lipsită de fier, în 100 ml de apă. 

10.3.8.2. Soluţia de acid citric: se dizolvă 50 g de acid citric (C6H8O7 × H2O) în 50 ml de apă. 

10.3.8.3. Soluţie de carbonat de sodiu: se dizolvă 143,8 g de carbonat de sodiu anhidru în aproximativ 300 ml de apă caldă. Se lasă să se răcească. 

10.3.9. Soluţie de tiosulfat de sodiu 0,1 mol/litru. 

10.3.10. Soluţie de amidon: se adaugă un amestec de 5 g de amidon solubil cu 30 ml de apă la un litru de apă în stare de fierbere. Se fierbe timp de 3 minute, se lasă să se răcească şi, dacă este necesar, se adaugă 10 mg de iodură de mercur ca agent de conservare. 

10.3.11. Acid sulfuric 3 mol/litru. 

10.3.12. Iodură de potasiu, soluţie 30% (greutate/volum). 

10.3.13. Granule de piatră ponce fierte în acid clorhidric, spălate în apă şi uscate. 

10.3.14. 3-metilbutan-l-ol. 

10.4. Dispozitiv 
Mixer (agitator): aproximativ 35-40 rpm. 

10.5. Procedura de preparare 

10.5.1. Extracţia eşantionului 

Se cîntăresc 2,5 g de eşantion cu o abatere de 1 mg şi se introduc într-un balon gradat de 250 ml. Se adaugă 200 ml etanol şi se amestecă timp de o oră în agitator. Se adaugă 5 ml de soluţie Carrez I şi se amestecă timp de aproximativ 30 de secunde. Se adaugă aproximativ 5 ml de soluţie Carrez II şi se amestecă din nou timp de un minut. Se completează pînă la volum cu etanolul, se omogenizează şi se filtrează. Se îndepărtează 200 ml de filtrat şi se evaporă pînă la aproximativ jumătate din volum în scopul eliminării majorităţii etanolului. Reziduul rămas după evaporare se transferă cantitativ într-un balon gradat de 200 ml cu ajutorul apei calde, se răceşte, se completează pînă la volum cu apă, se omogenizează şi, dacă este necesar, se filtrează. Această soluţie se va utiliza pentru determinarea cantităţii zaharurilor reductoare şi, după inversie, a zaharurilor totale. 

10.5.2. Determinarea zaharurilor reductoare 

Cu ajutorul unei pipete se îndepărtează maximum 25 ml din soluţia care conţine mai puţin de 60 mg de zaharuri reductoare exprimate ca glucoză. Dacă este necesar, se completează pînă la 25 ml cu apă distilată şi se determină conţinutul în zaharuri reductoare prin metoda Luff-Schoorl. Rezultatul se exprimă sub formă de conţinut procentual de glucoză în eşantion. 

10.5.3. Determinarea zaharurilor totale după inversie 

Cu ajutorul unei pipete se recoltează 50 ml de soluţie şi se transferă într-un balon gradat de 100 ml. Se adaugă cîteva picături de soluţie de metiloranj, apoi, amestecînd continuu, se adaugă cu grijă acid clorhidric (a se vedea menţiunea de la subpunctul 10.3.5.) pînă cînd lichidul virează într-un roşu bine definit. Se adaugă 15 ml de acid clorhidric (a se vedea menţiunea de la subpunctul 10.3.6.), se scufundă balonul într-o baie de apă clocotindă şi se menţine acolo timp de 30 de minute. Se răceşte rapid la aproximativ 20°C şi se adaugă 15 ml de soluţie de hidroxid de sodiu. Se completează cu apă pînă la 100 ml şi se omogenizează. Se îndepărtează maximum 25 ml din soluţia care conţine mai puţin de 60 mg de zaharuri reductoare exprimate ca glucoză. Dacă este necesar, se completează pînă la 25 ml cu apă distilată şi se determină conţinutul în zaharuri reductoare prin metoda Luff-Schoorl. Rezultatul se exprimă în procente de glucoză sau, dacă este cazul, de zaharoză, prin multiplicare cu factorul 0,95. 

10.5.4. Titrare prin metoda Luff-Schoorl 

Cu ajutorul unei pipete se recoltează 25 ml de reactiv Luff-Schoorl şi se transferă într-un flacon Erlenmeyer de 300 ml; se adaugă exact 25 ml din soluţia de zaharuri limpezită. Se adaugă 2 granule de piatră ponce, se încălzeşte, amestecînd manual, deasupra unei flăcări libere cu înălţime medie, aducîndu-se lichidul la fierbere în aproximativ 2 minute. Flaconul Erlenmeyer se aşază imediat pe o plasă de sîrmă acoperită cu azbest avînd un orificiu cu diametru de aproximativ 6 cm sub care există o flacără aprinsă. Flacăra se reglează astfel încît să se încălzească doar baza flaconului Erlenmeyer. La flaconul Erlenmeyer se montează un condensator cu reflux. Se fierbe exact zece minute. Se răceşte imediat în apă rece şi, după aproximativ 5 minute, se titrează după cum urmează: 

Se adaugă 10 ml de soluţie de iodură de potasiu şi, imediat după aceea (cu grijă, din cauza riscului formării unei spume abundente), se adaugă 25 ml de acid sulfuric. Se titrează în continuare cu soluţie de tiosulfat de sodiu pînă la apariţia unei coloraturi galben şters, adăugînd ca indicator soluţia de amidon şi încheind titrarea. 

Se efectuează aceeaşi titrare pe un amestec de 25 ml de reactiv Luff-Schoorl cu 25 ml de apă, măsurat cu precizie, după ce s-au adăugat 10 ml de soluţie de iodură de potasiu şi 25 ml de acid sulfuric, fără a se fierbe. 

10.6. Calcularea rezultatelor 

Utilizînd datele indicate în tabelul nr.3 se stabileşte cantitatea de glucoză în mg care corespunde diferenţei dintre valorile celor două titrări, exprimate în mg de tiosulfat de sodiu 0,1 mol/litru. Rezultatele se exprimă ca procent din eşantion. 

10.7. Proceduri speciale 

10.7.1. În cazul nutreţurilor bogate în melase şi al altor nutreţuri care nu sînt în mod particular omogene, se cîntăresc 20 g şi se introduc, împreună cu 500 ml de apă, într-un balon gradat de 1 litru. Se amestecă timp de o oră în agitator. Se limpezeşte cu ajutorul reactivilor Carrez I şi II astfel cum se descrie în subpunctul 10.5.1, utilizînd, de data aceasta, o cantitate de patru ori mai mare din fiecare reactiv. Se completează pînă la volum cu etanol 80% (v/v). 

Se omogenizează şi se filtrează. Se elimină etanolul astfel cum se descrie în subpunctul 10.5.1. În absenţa amidonului dextrinizat, se completează pînă la volum cu apă distilată. 

10.7.2. În cazul melaselor şi al materiilor prime pentru nutreţuri bogate în zaharuri şi aproximativ lipsite de amidon (roşcove, fulgi de rădăcină de sfeclă uscaţi etc.), se cîntăresc 5 g, se introduc într-un balon gradat de 250 ml, se adaugă 200 ml apă distilată şi se amestecă în agitator timp de o oră sau, dacă este necesar, mai mult. Se limpezeşte cu ajutorul reactivilor Carrez I şi II astfel cum se descrie în subpunctul 10.5.1. Se completează pînă la volum cu apă rece, se omogenizează şi se filtrează. Pentru determinarea cantităţii totale de zaharuri, se continuă astfel cum se descrie în subpunctul 10.5.3. 

10.8. Observaţii 

10.8.1. În scopul prevenirii formării de spumă este recomandabil să se adauge (indiferent de volum) aproximativ 1 ml de 3-metilbutan-l-ol înainte de fierbere cu reactiv Luff-Schoorl. 

10.8.2. Diferenţa dintre conţinutul total de zaharuri după inversie exprimat ca glucoză şi conţinutul de zaharuri reductoare exprimat ca glucoză, multiplicată cu 0,95, reprezintă conţinutul procentual de zaharoză. 

10.8.3. Pentru a determina conţinutul de zaharuri reductoare, cu excepţia lactozei, se pot adopta două metode: 

10.8.3.1. Pentru un calcul aproximativ, conţinutul de lactoză stabilit printr-o metodă de analiză diferită se multiplică cu 0,675, iar rezultatul obţinut se scade din conţinutul de zaharuri reductoare. 

10.8.3.2. Pentru un calcul precis al zaharurilor reductoare, cu excepţia lactozei, se utilizează acelaşi eşantion în cele două determinări finale. Una dintre analize se efectuează pe o parte din soluţia obţinută în conformitate prevederile subpunctului 10.5.1, alta pe o parte din soluţia obţinută în cursul determinării lactozei prin metoda stabilită în acest sens (după fermentarea celorlalte tipuri de zaharuri şi limpezire). 

În ambele cazuri, cantitatea de zaharuri prezentă se determină prin metoda Luff-Schoorl şi se calculează în mg de glucoză. Una dintre valori se scade din cealaltă, iar diferenţa se exprimă ca procent din eşantion. 

  

	Tabelul nr.3 

  

Tabel de valori pentru 25 ml de reactiv Luff-Schoorl ml de Na2S2O3 

0,1 mol/litru, două minute încălzire, zece minute fierbere 

 

	Na2S2O3 0,1 
mol/litru
	Glucoză, fructoză zaharuri 
invertite C6H12O6
	Lactoză 
C12H22O11
	Maltoză 
C12H22O11
	Na2S2O3 0,1 
mol/litru

	ml
	mg
	diferenţă
	mg
	diferenţă
	mg
	diferenţă
	ml

	1
	2,4
	2,4
	3,6
	3,7
	3,9
	3,9
	1

	2
	4,8
	2,4
	7,3
	3,7
	7,8
	3,9
	2

	3
	7,2
	2,5
	11,0
	3,7
	11,7
	3,9
	3

	4
	9,7
	2,5
	14,7
	3,7
	15,6
	4,0
	4

	5
	12,2
	2,5
	18,4
	3,7
	19,6
	3,9
	5

	6
	14,7
	2,5
	22,1
	3,7
	23,5
	4,0
	6

	7
	17,2
	2,6
	25,8
	3,7
	27,5
	4,0
	7

	8
	19,8
	2,6
	29,5
	3,7
	31,5
	4,0
	8

	9
	22,4
	2,6
	33,2
	3,8
	35,5
	4,0
	9

	10
	25,0
	2,6
	37,0
	3,8
	39,5
	4,0
	10

	11
	27,6
	2,7
	40,8
	3,8
	43,5
	4,0
	11

	12
	30,3
	2,7
	44,6
	3,8
	47,5
	4,1
	12

	13
	33,0
	2,7
	48,4
	3,8
	51,6
	4,1
	13

	14
	35,7
	2,8
	52,2
	3,8
	55,7
	4,1
	14

	15
	38,5
	2,8
	56,0
	3,9
	59,8
	4,1
	15

	16
	41,3
	2,9
	59,9
	3,9
	63,9
	4,1
	16

	17
	44,2
	2,9
	63,8
	3,9
	68,0
	4,2
	17

	18
	47,1
	2,9
	67,7
	4,0
	72,2
	4,3
	18

	19
	50,0
	3,0
	71,7
	4,0
	76,5
	4,4
	19

	20
	53,0
	3,0
	75,7
	4,1
	80,9
	4,5
	20

	21
	56,0
	3,1
	79,8
	4,1
	85,4
	4,6
	21

	22
	59,1
	3,1
	83,9
	4,1
	90,0
	4,6
	22

	23
	62,2
	
	88,0
	
	94,6
	
	23


 

XI. DETERMINAREA LACTOZEI 

11.1. Obiectiv şi domeniu de aplicare 

Această metodă permite determinarea conţinutului de lactoză în nutreţurile care au un conţinut de lactoză mai mare de 0,5%. 

11.2. Principiul de aplicare 

Zaharurile se dizolvă în apă. Soluţia este supusă fermentaţiei de către drojdia Saccharomyces cerevisiae care nu descompune lactoza. După limpezire şi filtrare, conţinutul de lactoză al filtratului se determină prin metoda Luff-Schoorl. 

11.3. Reactivi utilizaţi 

11.3.1. Suspensie de Saccharomyces cerevisiae: se suspendă 25 g de drojdie proaspătă în 100 ml de apă. Suspensia se păstrează în frigider o perioadă de maximum o săptămînă. 

11.3.2. Soluţie Carrez I: se dizolvă 21,9 g de acetat de zinc, Zn(CH3COO)2 × 2H2O şi 3 g de acid acetic glacial în apă. Se completează cu apă pînă la 100 ml. 

11.3.3. Soluţie Carrez II: se dizolvă 10,6 g de ferocianură de potasiu K4Fe(CN)6 × 3H2O în apă. Se completează cu apă pînă la 100 ml. 

11.3.4. Reactiv Luff-Schoorl: 

Amestecînd cu grijă, se toarnă soluţie de acid citric (a se vedea menţiunea de la subpunctul 11.3.4.2.) în soluţia de carbonat de sodiu, conform prevederilor subpunctului 11.3.4.3. Se adaugă soluţia de sulfat de cupru (a se vedea menţiunea de la subpunctul 11.3.4.1.) şi se completează pînă la 1 litru cu apă. Se lasă la decantare peste noapte şi se filtrează. Se verifică concentraţia reactivului obţinut astfel (Cu 0,05 mol/litru; Na2CO3 1 mol/litru). ph-ul soluţiei este aproximativ 9,4. 

11.3.4.1. Soluţie de sulfat de cupru: se dizolvă 25 g de sulfat de cupru, CuSO4 × 5H2O, lipsită de fier, în 100 ml apă. 

11.3.4.2. Soluţie de acid citric: se dizolvă 50 g de acid citric, C6H8O7 × H2O, în 50 ml de apă. 

11.3.4.3. Soluţie de carbonat de sodiu: se dizolvă 143,8 g de carbonat de sodiu anhidru în aproximativ 300 ml de apă caldă. Se lasă să se răcească. 

11.3.5. Granule de piatră ponce fierte în acid clorhidric, spălate în apă şi uscate. 

11.3.6. Iodură de potasiu, soluţie 30% (greutate/volum). 

11.3.7. Acid sulfuric 3 mol/litru. 

11.3.8. Soluţie de tiosulfat de sodiu 0,1 mol/litru. 

11.3.9. Soluţie de amidon: se adaugă un amestec de 5 g de amidon solubil cu 30 ml de apă la un litru de apă în stare de fierbere. Se fierbe timp de 3 minute, se lasă să se răcească şi, dacă este necesar, se adaugă 10 mg de iodură de mercur ca agent de conservare. 

11.4. Dispozitiv 

Baie de apă cu termostat reglat la 38-40°C. 

11.5. Procedura de preparare 

Se cîntăreşte 1 g de eşantion cu o abatere de 1 mg şi se introduce într-un balon gradat de 100 ml. Se adaugă 25-30 ml de apă. Balonul se introduce într-o baie de apă aflată la temperatura de fierbere, timp de 30 de minute, apoi se răceşte la aproximativ 35°C. Se adaugă 5 ml de suspensie de drojdie (a se vedea menţiunea de la subpunctul 11.3.1.) şi se omogenizează. Balonul se lasă să stea timp de două ore într-o baie de apă la temperatura de 38-40°C. Se răceşte la aproximativ 20°C. 

Se adaugă 2,5 ml de soluţie Carrez I şi se amestecă timp de treizeci de secunde, apoi se adaugă 2,5 ml de soluţie Carrrez II şi se amestecă din nou timp de treizeci de secunde. Se completează cu apă pînă la 100 ml, se amestecă şi se filtrează. Cu ajutorul unei pipete, se îndepărtează o cantitate de filtrat care nu depăşeşte 25 ml şi care conţine, de preferinţă, 40-80 mg de lactoză, apoi se transferă într-un flacon Erlenmeyer de 300 ml. Dacă este necesar, se completează cu apă pînă la 25 ml. 

Se efectuează un test martor în acelaşi mod cu 5 ml de suspensie de drojdie, conform prevederilor subpunctului 11.3.1. Se determină conţinutul de lactoză prin metoda Luff-Schoorl, după cum urmează: se adaugă exact 25 ml de reactiv Luff-Schoorl şi două granule de piatră ponce. Se amestecă manual concomitent cu încălzirea deasupra unei flăcări libere de înălţime medie, iar lichidul se aduce la fierbere în aproximativ două minute. Flaconul Erlenmeyer se aşează imediat pe o plasă de sîrmă acoperită cu azbest avînd un orificiu cu diametru de aproximativ 6 cm sub care există o flacără aprinsă. Flacăra se reglează astfel încît să se încălzească doar baza flaconului Erlenmeyer. La flaconul Erlenmeyer se montează un condensator cu reflux. Se fierbe exact zece minute. Se răceşte imediat în apă rece şi, după aproximativ 5 minute, se titrează după cum urmează: 

Se adaugă 10 ml de soluţie de iodură de potasiu şi, imediat după aceea (cu grijă, din cauza riscului formării unei spume abundente), se adaugă 25 ml acid sulfuric. Se titrează cu soluţie de tiosulfat de sodiu pînă la apariţia unei culori galben şters, se adaugă soluţia de amidon şi se finalizează titrarea. 

Se efectuează aceeaşi titrare pe un amestec de 25 ml de reactiv Luff-Schoorl cu 25 ml de apă, măsurat cu precizie, după ce s-au adăugat 10 ml de soluţie de iodură de potasiu şi 25 ml de acid sulfuric, fără a se fierbe. 

11.6. Calcularea rezultatelor 

Utilizînd datele indicate în tabelul nr.3, se stabileşte cantitatea de lactoză în mg care corespunde diferenţei dintre rezultatele celor două titrări, exprimate în ml de tiosulfat de sodiu 0,1 mol/litru. 

Rezultatul pentru lactoza anhidră se exprimă ca procent din eşantion. 

11.7. Observaţii 

Pentru produsele care conţin mai mult de 40% zahăr fermentescibil, se utilizează mai mult de 5 ml de suspensie de drojdie, specificată în subpunctul 11.3.1. 

  

XII. DETERMINAREA AMIDONULUI 

Metoda polarimetrică 

12.1. Obiectiv şi domeniu de aplicare 

Prezenta metodă permite determinarea în nutreţuri a conţinutului de amidon şi a produselor de degradare a amidonului cu masă moleculară mare cu scopul de a se verifica conformitatea cu valoarea energetică declarată, conform prevederilor descrise în anexa nr.7 la prezenta Hotărîre. 

12.2. Principiul de aplicare 

Metoda cuprinde două determinări. În prima, eşantionul este tratat cu acid clorhidric diluat. După limpezire şi filtrare, se măsoară rotaţia optică a soluţiei prin polarimetrie. 

În cea de-a doua, eşantionul este extras cu etanol 40%. După acidificarea filtratului cu acid clorhidric, limpezire şi filtrare, se măsoară rotaţia optică la fel ca în prima determinare. 

Diferenţa dintre cele două măsurători, multiplicată cu un factor cunoscut, oferă conţinutul de amidon al eşantionului. 

12.3. Reactivi utilizaţi 

12.3.1. Acid clorhidric, soluţie cu concentraţie 25% (g/g): 1,126 g/ml. 

12.3.2. Acid clorhidric, soluţie 1,13% (greutate/volum) 

Concentraţia se verifică prin titrare folosind o soluţie de hidroxid de sodiu 0,1 mol/litru în prezenţa roşului de metil 0,1% (greutate/volum) în etanol 94% (v/v). Pentru neutralizarea a 10 ml sînt necesari 30,94 ml de NaOH 0,1 mol/litru. 

12.3.3. Soluţie Carrez I: se dizolvă 21,9 g de acetat de zinc Zn(CH3COO)2 × 2H2O şi 3 g de acid acetic glacial în apă. Se completează cu apă pînă la 100 ml. 

12.3.4. Soluţie Carrez II: se dizolvă 10,6 g de ferocianură de potasiu K4Fe(CN)6 × 3H2O în apă. Se completează cu apă pînă la 100 ml. 

12.3.5. Etanol, soluţie cu concentraţie de 40% (v/v): 0,948 g/ml la 20°C. 

12.4. Dispozitive 
12.4.1. Flacon Erlenmeyer de 250 ml cu îmbinare de sticlă şlefuită standard şi cu condensator cu reflux. 

12.4.2. Polarimetru sau zaharimetru. 

12.5. Procedura de aplicare 

12.5.1. Prepararea eşantionului 

Eşantionul se zdrobeşte pînă cînd devine suficient de fin pentru a trece complet printr-o sită cu orificii rotunde de 0,5 mm. 

12.5.2. Determinarea rotaţiei optice totale (P sau S) (a se vedea observaţia de la subpunctul 12.7.1.) 

Se cîntăresc 2,5 g din eşantionul zdrobit cu abatere de 1 mg şi se introduc într-un balon gradat de 100 ml. Se adaugă 25 ml de acid clorhidric, conform prevederilor subpunctului 12.3.2., se agită pentru a obţine o distribuţie uniformă a eşantionului de testat şi se adaugă încă 25 ml de acid clorhidric (a se vedea menţiunea de la subpunctul 12.3.2.). Se scufundă balonul într-o baie de apă care fierbe, agitîndu-se cu putere şi în mod constant în primele trei minute pentru a preveni formarea de aglomerări. Cantitatea de apă din baia de apă trebuie să fie suficientă pentru ca baia să rămînă la punctul de fierbere atunci cînd balonul este introdus în ea. Balonul nu trebuie să fie scos din baie în timp ce este agitat. După exact 15 minute, se scoate din baie, se adaugă 30 ml de apă rece şi se răceşte imediat la 20°C. 

Se adaugă 5 ml de soluţie Carrez I şi se agită timp de aproximativ 30 de secunde. Apoi se adaugă 5 ml de soluţie Carrez II şi se agită din nou timp de aproximativ 30 de secunde. Se completează cu apă pînă la volum, se amestecă şi se filtrează. Dacă filtratul nu este perfect limpede (ceea ce se întîmplă rar), se repetă determinarea folosind o cantitate mai mare din soluţiile Carrez I şi II, de exemplu 10 ml. 

Se măsoară rotaţia optică a soluţiei într-un tub de 200 mm cu polarimetrul sau cu zaharimetrul. 

12.5.3. Determinarea rotaţiei optice (P’ sau S’) a substanţelor solubile în etanol 40% 

Se cîntăresc 5 g din eşantion cu abatere de 1 mg, se introduc într-un balon gradat de 100 ml şi se adaugă aproximativ 80 ml de etanol (a se vedea observaţia de la subpunctul 12.7.2.). Se lasă balonul să stea timp de o oră la temperatura camerei; în acest timp, se agită cu putere de şase ori astfel încît eşantionul de testat să se amestece complet cu etanolul. Se completează pînă la volum cu etanol, se amestecă şi se filtrează. 

Se pipetează 50 ml de filtrat (corespunde la 2,5 g de eşantion) într-un flacon Erlenmeyer de 250 ml, se adaugă 2,1 ml de acid clorhidric (a se vedea menţiunea de la subpunctul 12.3.1.) şi se agită puternic. La flaconul Erlenmeyer se montează un condensator cu reflux, iar vasul se scufundă într-o baie de apă în fierbere. După exact 15 minute, se scoate flaconul Erlenmeyer din baie, se transferă conţinutul într-un balon gradat de 100 ml, clătind cu puţină apă rece şi se răceşte la 20°C. 

Se limpezeşte folosind soluţiile Carrez I şi II, se completează pînă la volum cu apă, se amestecă, se filtrează şi se măsoară rotaţia optică astfel cum se indică la subpunctul 12.5.2. 

12.6. Calcularea rezultatelor 

Conţinutul de amidon (%) se calculează după cum urmează: 

12.6.1. Măsurare cu polarimetrul 

 

Conţinut de amidon (%) = 2000 (P - P1)/[α]D20°,

 

unde: 

P = rotaţia optică totală în grade unghiulare; 

P’ = rotaţia optică în grade unghiulare a substanţelor solubile în etanol 40% (V/V); 

[α]D20 = rotaţia optică specifică a amidonului pur. Valorile numerice acceptate în mod convenţional pentru acest factor sînt următoarele: 

+ 185,9°: amidon din orez 

+ 185,7°: amidon din cartofi 

+ 184,6°: amidon din porumb 

+ 182,7°: amidon din grîu 

+ 181,5°: amidon din orz 

+ 181,3°: amidon din ovăz 

+ 184,0°: alte tipuri de amidon şi amestecuri de amidon în nutreţuri combinate. 

12.6.2. Măsurare cu zaharimetrul 

 

Conţinut de amidon (%) = 2000/[α]D20° × (2N × 0,665) × (S - S1)/100 - 26,6N × (S - S1)/[α]D20°, 

  

unde: 

S = rotaţia optică totală în grade zaharimetrice; 

S’ = rotaţia optică în grade zaharimetrice a substanţelor solubile în etanol 40% (v/v); 

N = greutatea (g) zaharozei în 100 ml de apă determinînd o rotaţie optică de 100 grade zaharimetrice măsurată cu un tub de 200 mm 

16,29 g pentru zaharimetrele franceze 

26 g pentru zaharimetrele germane 

20 g pentru zaharimetrele mixte; 

[α]D20 = rotaţia optică specifică a amidonului pur (a se vedea indicaţiile de la subpunctul 12.6.1.). 

12.6.3. Repetabilitatea 

Diferenţa dintre rezultatele a două determinări paralele efectuate pe acelaşi eşantion nu trebuie să depăşească 0,4 în valoare absolută pentru un conţinut de amidon mai mic de 40% şi 1% în valoare relativă în cazul conţinutului de amidon egal sau mai mare de 40%. 

12.7. Observaţii 

12.7.1. În cazul în care eşantionul conţine mai mult de 6% carbonaţi, calculaţi sub formă de carbonat de calciu, aceştia trebuie distruşi prin tratare cu o cantitate perfect adecvată de acid sulfuric diluat înaintea determinării rotaţiei optice totale. 

12.7.2. În cazul produselor cu un conţinut mare de lactoză, cum ar fi zerul praf sau laptele praf degresat, se procedează după cum urmează după adăugarea a 80 ml etanol. La balon se fixează un condensator cu reflux, iar balonul se scufundă într-o baie de apă la 50°C timp de 30 minute. Se lasă să se răcească şi se continuă analiza astfel cum se indică la subpunctul 12.5.3. 

12.7.3. În cazul în care sînt prezente în cantităţi semnificative în nutreţuri, următoarele materii prime pentru nutreţuri sînt cunoscute ca dînd naştere la interferenţe atunci cînd conţinutul de amidon se determină prin metoda polarimetrică şi, din acest motiv, se pot obţine rezultate incorecte: 

produse din sfeclă (de zahăr), precum pulpă de sfeclă (de zahăr), melasă de sfeclă (de zahăr), pulpă melasată de sfeclă (de zahăr), vinasă de sfeclă (de zahăr), zahăr (din sfeclă); 

pulpă de citrice; 

seminţe de in; şrot de seminţe de in; şrot de seminţe de in rezultat după extracţie; 

seminţe de rapiţă; şrot de seminţe de rapiţă; şrot de seminţe de rapiţă rezultat după extracţie; coji de seminţe de rapiţă; 

seminţe de floarea soarelui; şrot de seminţe de floarea-soarelui rezultat după extracţie; seminţe de floarea-soarelui parţial decorticate, rezultate după extracţie; 

şrot de copra; şrot de copra rezultat după extracţie; 

pulpă de cartofi; 

drojdie deshidratată; 

produse bogate în inulină (de exemplu, fulgi şi făină de topinambur); 

jumări. 

  

XIII. DETERMINAREA CONŢINUTULUI DE CENUŞĂ BRUTĂ 

13.1. Obiectiv şi domeniu de aplicare 

Prezenta metodă permite determinarea în nutreţuri a conţinutului de cenuşă brută. 

13.2. Principiul de aplicare 

Eşantionul se calcinează la 550°C; reziduul se cîntăreşte. 

13.3. Reactiv utilizat 

Nitrat de amoniu, soluţie 20% (greutate/volum). 

13.4. Dispozitive 

13.4.1. Plită. 

13.4.2. Cuptor electric cu muflă, dotat cu termostat. 

13.4.3. Creuzete pentru calcinare fabricate din silice, porţelan sau platină, de formă rectangulară (aproximativ 60 × 40 × 25 mm) sau circulară (diametru: 60-75 mm, înălţime: 20-40 mm). 

13.5. Procedura de preparare 

Se cîntăresc aproximativ 5 g de eşantion cu o abatere de 1 mg (2,5 g pentru produsele cu tendinţă de umflare) şi se introduc într-un creuzet pentru calcinare, care în prealabil a fost încălzit la 550°C, răcit şi tarat. Se aşează creuzetul pe plită şi se încălzeşte progresiv pînă la carbonizarea materialului. Se calcinează în conformitate cu menţiunile de la subpunctul 13.5.1. sau 13.5.2. 

13.5.1. Se introduce creuzetul în cuptorul cu muflă calibrat, reglat la 550°C. Se menţine la această temperatură pînă la obţinerea unei cenuşi albe, gri deschis sau roşiatice, aparent lipsită de particule carbonizate. Se introduce creuzetul într-un desicator, se lasă să se răcească şi se cîntăreşte imediat. 

13.5.2. Se introduce creuzetul în cuptorul cu muflă calibrat, reglat la 550°C. Se calcinează timp de 3 ore. Se introduce creuzetul într-un desicator, se lasă să se răcească şi se cîntăreşte imediat. Se calcinează din nou timp de 30 minute pentru a asigura că greutatea cenuşii rămîne constantă (pierderea de greutate între două cîntăriri succesive trebuie să fie mai mică sau egală cu 1 mg). 

13.6. Calcularea rezultatelor 

Greutatea reziduului se calculează prin deducerea tarei. 

Rezultatul se exprimă ca procent din eşantion. 

13.7. Observaţii 

13.7.1. Cenuşa substanţelor dificil de calcinat trebuie supusă unei calcinări iniţiale timp de cel puţin trei ore, urmată de răcire şi de adăugarea cîtorva picături de soluţie de nitrat de amoniu 20% sau de apă (cu grijă, pentru a evita dispersarea cenuşii şi formarea de aglomerări). Se continuă calcinarea după uscarea în cuptor. Operaţia se repetă pînă cînd calcinarea este completă. 

13.7.2. În cazul substanţelor rezistente la tratamentul descris în subpunctul 13.7.1., se procedează în felul următor: după calcinare timp de trei ore, se introduce cenuşa în apă caldă şi se filtrează printr-un filtru mic, lipsit de cenuşă. Filtrul şi conţinutul său se calcinează în creuzetul iniţial. Filtratul se introduce în creuzetul răcit, se evaporă pînă la uscare, se calcinează şi se cîntăreşte. 

13.7.3. În cazul uleiurilor şi grăsimilor, se cîntăresc cu precizie 25 g de eşantion într-un creuzet de dimensiuni adecvate. Se carbonizează prin aprinderea materialului cu ajutorul unei benzi de filtru de hîrtie, lipsit de cenuşă. După combustie, se umectează cu cît mai puţină apă. Se usucă şi se calcinează astfel cum se descrie în subpunctul 13.5. 

  

XIV. DETERMINAREA CENUŞII INSOLUBILE ÎN ACID CLORHIDRIC 

14.1. Obiectiv şi domeniu de aplicare 

Prezenta metodă permite determinarea în nutreţuri a conţinutului de substanţe minerale insolubile în acid clorhidric. 

Se pot utiliza două metode, în funcţie de natura eşantionului. 

14.1.1. Metoda A: aplicabilă materiilor prime pentru nutreţuri organice şi majorităţii nutreţurilor combinate. 

14.1.2. Metoda B: aplicabilă compuşilor şi amestecurilor minerale, precum nutreţurilor combinate al căror conţinut de substanţe insolubile în acid clorhidric, determinat conform metodei A, este mai mare de 1%. 

14.2. Principiul de aplicare 

14.2.1. Metoda A: eşantionul se calcinează, cenuşa se fierbe în acid clorhidric, iar reziduul insolubil se filtrează şi se cîntăreşte. 

14.2.2. Metoda B: eşantionul se tratează cu acid clorhidric. Soluţia se filtrează, reziduul se calcinează, iar cenuşa astfel obţinută se tratează conform metodei A. 

14.3. Reactivi utilizaţi 

14.3.1. Acid clorhidric 3 mol/litru. 

14.3.2. Acid tricloracetic, soluţie 20% (greutate/volum). 

14.3.3. Acid tricloracetic, soluţie 1% (greutate/volum). 

14.4. Dispozitive 
14.4.1. Plită. 

14.4.2. Cuptor electric cu muflă, dotat cu termostat. 

14.4.3. Creuzete pentru calcinare fabricate din silice, porţelan sau platină, de formă rectangulară (aproximativ 60 × 40 × 25 mm) sau circulară (diametru: 60-75 mm, înălţime: 20-40 mm). 

14.5. Procedura de preparare 

14.5.1. Metoda A: 

Eşantionul se calcinează pentru determinarea cenuşii brute. Se poate utiliza şi cenuşă obţinută din analiza respectivă. 

Se introduce cenuşa într-un pahar de laborator de 250-400 ml, utilizînd 75 ml de acid clorhidric. Se aduce lent la fierbere şi se fierbe încet timp de cincisprezece minute. Soluţia caldă se filtrează printr-un filtru de hîrtie lipsit de cenuşă, iar reziduul se spală cu apă caldă pînă cînd reacţia acidă nu mai este vizibilă. Filtrul care conţine reziduul se usucă şi se calcinează într-un creuzet tarat, la o temperatură de minimum 550°C şi maximum 700°C. Se răceşte într-un desicator şi se cîntăreşte. 

14.5.2. Metoda B 

Se cîntăresc 5 g de eşantion cu o abatere de 1 mg şi se introduc într-un pahar de laborator de 250-400 ml. Se adaugă succesiv 25 ml apă şi 25 ml acid clorhidric, se amestecă şi se aşteaptă ca efervescenţa să înceteze. Se adaugă încă 50 ml de acid clorhidric. Se aşteaptă ca degajarea de gaz să înceteze, apoi se introduce paharul de laborator într-o baie de apă la temperatura de fierbere şi se menţine acolo timp de 30 de minute sau, dacă este necesar, mai mult, pentru ca amidonul eventual prezent să se hidrolizeze complet. Se filtrează pînă este încă cald, printr-un filtru lipsit de cenuşă, iar filtrul se spală în 50 ml de apă caldă (a se vedea observaţia indicată în subpunctul 14.7.). Se introduce filtrul care conţine reziduul într-un creuzet pentru calcinare, se usucă şi se calcinează la o temperatură de minimum 550°C şi maximum 700°C. Se introduce cenuşa într-un pahar de laborator de 250-400 ml, utilizînd 75 ml de acid clorhidric; se continuă astfel cum se descrie în subpunctul 14.5.1. 

14.6. Calcularea rezultatelor 

Se calculează greutatea reziduului prin deducerea tarei. Rezultatul se exprimă ca procent din eşantion. 

14.7. Observaţie 

Dacă filtrarea se dovedeşte dificilă, se reia analiza, înlocuind cei 50 ml de acid clorhidric cu 50 ml de acid tricloracetic 20% şi spălînd filtrul într-o soluţie caldă de acid tricloracetic 1%. 

  

XV. DETERMINAREA CARBONAŢILOR 

15.1. Obiectiv şi domeniu de aplicare 

Prezenta metodă permite determinarea în majoritatea nutreţurilor a cantităţii de carbonaţi, exprimaţi în mod convenţional ca şi carbonat de calciu. 

15.2. Principiul de aplicare 

Carbonaţii se descompun în acidul clorhidric; dioxidul de carbon eliberat se colectează într-un tub gradat, iar volumul său se compară cu cel eliberat în aceleaşi condiţii de o cantitate cunoscută de carbonat de calciu. 

15.3. Reactivi utilizaţi 

15.3.1. Acid clorhidric, concentraţie 1,10 g/ml. 

15.3.2. Carbonat de calciu. 

15.3.3. Acid sulfuric, aproximativ 0,05 mol/litru, colorat cu roşu de metil. 

15.4. Dispozitiv 
Aparat Scheibler-Dietrich. 

15.5. Calcularea rezultatelor 

Conţinutul de carbonaţi, exprimaţi ca şi carbonat de calciu, se calculează prin utilizarea următoarei formule: 

 

X = V × 100/V1 × 2m,

 

unde: 

X =% (g/g) de carbonaţi în eşantioane, exprimaţi ca şi carbonat de calciu; 

V = ml de CO2 eliberat de porţia de eşantion; 

V1 = ml de CO2 eliberat de 0,5 g de CaCO3; 

m = greutatea, în grame, a porţiei de eşantion. 

  

XVI. DETERMINAREA FOSFORULUI TOTAL 

Metoda fotometrică 

16.1. Obiectiv şi domeniu de aplicare 

Prezenta metodă permite determinarea în nutreţuri a conţinutului de fosfor total. Ea este indicată în special pentru analiza produselor sărace în fosfor. În anumite cazuri (produs bogat în fosfor), se poate utiliza o metodă gravimetrică. 

16.2. Principiul de aplicare 

Eşantionul se mineralizează, fie prin combustie uscată (în cazul nutreţurilor organice), fie prin dizolvare în mediu acid (în cazul nutreţurilor combinate minerale şi al celor lichide), iar apoi se introduce în soluţie acidă. 

Soluţia se tratează cu reactivul molibdovanadat. Densitatea optică a soluţiei galbene astfel formate se măsoară cu un spectrofotometru la 430 nm. 

16.3. Reactivi utilizaţi 

16.3.1. Carbonat de calciu. 

16.3.2. Acid clorhidric, ρ20 = 1,10 g/ml (aproximativ 6 mol/litru). 

16.3.3. Acid azotic, ρ20 = 1,045 g/ml. 

16.3.4. Acid azotic, ρ20 = 1,38-1,42 g/ml. 

16.3.5. Acid sulfuric, ρ20 = 1,84 g/ml. 

16.3.6. Reactiv molibdovanadat: se amestecă 200 ml de soluţie de heptamolibdat de amoniu (a se vedea menţiunea de la subpunctul 16.3.6.1.), 200 ml de soluţie de monovanadat de amoniu, conform indicaţiilor de la subpunctul 16.3.6.2. şi 134 ml de acid azotic, indicat în subpunctul 16.3.4., într-un balon gradat de 1 litru. Se completează pînă la volum cu apă. 

16.3.6.1. Soluţie de heptamolibdat de amoniu: se dizolvă în apă fierbinte 100 g de heptamolibdat de amoniu (NH4) 6Mo7O24 × 4H2O. Se adaugă 10 ml de amoniac (concentraţie 0,91 g/ml) şi se completează cu apă pînă la 1 litru. 

16.3.6.2. Soluţie de monovanadat de amoniu: se dizolvă 2,35 g de monovanadat de amoniu NH4VO3 în 400 ml de apă fierbinte. Amestecînd constant, se adaugă lent 20 ml de acid azotic diluat [7 ml de HNO3, indicat în subpunctul 16.3.4., + 13 ml de H2O] şi se completează cu apă pînă la 1 litru. 

16.3.7. Soluţie etalon de 1 mg de fosfor per ml: se dizolvă 4,387 g de fosfat diacid de potasiu KH2PO4 în apă. Se completează cu apă pînă la 1 litru. 

16.4. Dispozitive 

16.4.1. Creuzete pentru calcinare din silice, porţelan sau platină. 

16.4.2. Cuptor cu muflă electric, dotat cu termostat reglat la 550°C. 

16.4.3. Flacon Kjeldahl de 250 ml. 

16.4.4. Baloane gradate şi pipete de precizie. 

16.4.5. Spectrofotometru. 

16.4.6. Eprubete cu diametru de aproximativ 16 mm, cu dopuri gradate la un diametru de 14,5 mm; capacitate: 25-30 ml. 

16.5. Procedura de preparare 

16.5.1. Prepararea soluţiei 

În funcţie de natura eşantionului, soluţia se prepară astfel cum se indică în subpunctul 16.5.1.1. sau 16.5.1.2. 

16.5.1.1. Procedura uzuală 

Se cîntăreşte 1 g de eşantion, sau mai mult, cu o abatere de 1 mg. Se introduce eşantionul de testat într-un flacon Kjeldahl, se adaugă 20 ml de acid sulfuric, se agită pentru a impregna complet substanţa cu acid şi pentru a preveni ca substanţa să adere pe pereţii flaconului, se încălzeşte şi se menţine la punctul de fierbere timp de 10 minute. Se lasă să se răcească uşor, se adaugă 2 ml de acid azotic (a se vedea menţiunea de la subpunctul 16.3.4.), se încălzeşte uşor, se lasă să se răcească uşor, se mai adaugă puţin acid azotic, indicat în subpunctul 16.3.4. şi se readuce la punctul de fierbere. Se repetă această procedură pînă se obţine o soluţie incoloră. Se răceşte, se adaugă puţină apă, se decantează lichidul într-un balon gradat de 500 ml clătind flaconul Kjeldahl cu apă fierbinte. Se lasă să se răcească, se completează pînă la volum cu apă, se omogenizează şi se filtrează. 

16.5.1.2. Eşantioane care conţin substanţe organice şi sînt lipsite de fosfaţi diacizi de calciu şi magneziu 

Se cîntăresc aproximativ 2,5 g de eşantion cu abatere de 1 mg într-un creuzet de calcinare. Se amestecă eşantionul de testat cu 1 g de carbonat de calciu pînă cînd se obţine un amestec complet omogen. Se calcinează în cuptor la 550°C pînă se obţine o cenuşă albă sau gri (o cantitate mică de cărbune se ignoră). Se transferă cenuşa într-un pahar de laborator de 250 ml. Se adaugă 20 ml de apă şi acid clorhidric pînă cînd efervescenţa încetează. Se adaugă încă 10 ml de acid clorhidric. Se aşează paharul de laborator pe o baie de nisip şi conţinutul se evaporă pînă la uscare, pentru a face silicea insolubilă. Se redizolvă reziduul în 10 ml de acid azotic (a se vedea menţiunea de la subpunctul 16.3.3.) şi se fierbe pe baia de nisip sau pe o plită timp de 5 minute, fără a se evapora pînă la uscare. Se decantează lichidul într-un balon gradat de 500 ml, clătind paharul de mai multe ori cu apă fierbinte. Se lasă să se răcească, se completează pînă la volum cu apă, se omogenizează şi se filtrează. 

16.5.2. Apariţia coloraţiei şi măsurarea densităţii optice 

Se diluează o parte alicotă de filtrat obţinut ca la subpunctul 16.5.1.1. sau 16.5.1.2. pentru a obţine o concentraţie de fosfor de maximum 40 μg/ml. Se introduc 10 ml din această soluţie într-o eprubetă, descrisă în subpunctul 16.4.6 şi se adaugă 10 ml de reactiv molibdovanadat. Se omogenizează şi se lasă să stea timp de cel puţin 10 minute la 20°C. Densitatea optică se măsoară cu un spectrofotometru la 430 nm, prin comparaţie cu o soluţie obţinută prin adăugarea de 10 ml de reactiv molibdovanadat la 10 ml de apă. 

16.5.3. Curba de calibrare 

Din soluţia etalon (a se vedea menţiunea de la subpunctul 16.3.7.) se prepară soluţii care conţin 5, 10, 20, 30 şi 40 μg de fosfor per ml, respectiv. Se iau 10 ml din fiecare din aceste soluţii şi se adaugă la 10 ml de reactiv molibdovanadat. Se omogenizează şi se lasă să stea timp de cel puţin 10 minute la 20°C. Densitatea optică se măsoară astfel cum se indică în subpunctul 16.5.2. 

Se trasează curba de calibrare prin înscrierea grafică a densităţilor optice în raport cu cantităţile corespunzătoare de fosfor. Pentru concentraţii cuprinse între 0 şi 40 μg/ml, curba va fi liniară. 

16.6. Calcularea rezultatelor 

Cantitatea de fosfor din eşantionul de testat se determină prin utilizarea curbei de calibrare. 

Rezultatul se exprimă ca procent din eşantion. 

Repetabilitatea 

Diferenţa dintre rezultatele obţinute în două determinări paralele efectuate pe acelaşi eşantion nu depăşesc: 

3%, relativ la rezultatul mai mare, pentru un conţinut de fosfor mai mic de 5%; 

0,15% în valoare absolută, pentru un conţinut de fosfor egal sau mai mare de 5%. 

  

XVII. DETERMINAREA CLORULUI DIN CLORURI 

17.1. Obiectiv şi domeniu de aplicare 

Prezenta metodă permite determinarea cantităţii de clor din clorurile solubile în apă, exprimate convenţional ca clorură de sodiu. Este aplicabilă tuturor nutreţurilor. 

17.2. Principiul de aplicare 

Clorurile se dizolvă în apă. Dacă produsul conţine materii organice, se limpezeşte. Soluţia se acidifică uşor cu acid azotic, iar clorurile se precipită sub formă de clorură de argint cu ajutorul unei soluţii de nitrat de argint. Excesul de nitrat de argint se titrează cu o soluţie de tiocianat de amoniu, prin metoda Volhard. 

17.3. Reactivi utilizaţi 

17.3.1. Soluţie de tiocianat de amoniu 0,1 mol/litru. 

17.3.2. Soluţie de nitrat de argint 0,1 mol/litru. 

17.3.3. Soluţie saturată de sulfat feric de amoniu (NH4)Fe(SO4)2. 

17.3.4. Acid azotic, concentraţie: 1,38 g/ml. 

17.3.5. Eter dietilic. 

17.3.6. Acetonă. 

17.3.7. Soluţie Carrez I: se dizolvă 21,9 g de acetat de zinc Zn(CH3COO)2 × 2H2O şi 3 g de acid acetic glacial în apă. Se completează cu apă pînă la 100 ml. 

17.3.8. Soluţie Carrez II: se dizolvă 10,6 g de ferocianură de potasiu K4Fe(CN)6 × 3H2O în apă. Se completează cu apă pînă la 100 ml. 

17.3.9. Cărbune activ, lipsit de cloruri şi fără a le absorbi. 

17.4. Dispozitiv 
Mixer (agitator): aproximativ 35-40 rpm. 

17.5. Procedura de preparare 

17.5.1. Prepararea soluţiei 

În funcţie de natura eşantionului, se prepară o soluţie conform indicaţiilor menţionate în subpunctul 17.5.1.1., 17.5.1.2. sau 17.5.1.3. 

În acelaşi timp, se efectuează un test martor fără eşantionul de analizat. 

17.5.1.1. Eşantioane fără materii organice 

Se cîntăresc maximum 10 g de eşantion cu o abatere de 1 mg, care conţin maximum 3 g de clor sub formă de cloruri. Se introduc, împreună cu 400 ml de apă, într-un balon gradat de 500 ml la aproximativ 20°C. Se amestecă timp de treizeci de minute în agitator, se aduce la volum, se omogenizează şi se filtrează. 

17.5.1.2. Eşantioane care conţin materii organice, cu excepţia produselor menţionate în subpunctul 17.5.1.3. 

Se cîntăresc aproximativ 5 g de eşantion cu o abatere de 1 mg şi se introduc, împreună cu 1 g de cărbune activ, într-un balon gradat de 500 ml. Se adaugă 400 ml apă la aproximativ 20°C şi 5 ml de soluţie Carrez I, se amestecă timp de 30 de secunde, apoi se adaugă 5 ml de soluţie Carrez II. Se amestecă timp de treizeci de minute în agitator, se aduce la volum, se omogenizează şi se filtrează. 

17.5.1.3. Nutreţuri preparate termic, turte şi făină de in, produse bogate în făină de in şi alte produse bogate în mucilagii sau în substanţe coloidale (de exemplu amidon dextrinat) 

Se prepară soluţia astfel cum se descrie în subpunctul 17.5.1.2., dar nu se filtrează. Se decantează (dacă este necesar, se centrifughează), se îndepărtează 100 ml lichid supernatant şi se transferă într-un flacon de măsurare de 200 ml. 

Se amestecă cu acetonă şi se aduce la volum cu acest solvent, se omogenizează şi se filtrează. 

17.5.2. Titrarea 

Cu ajutorul unei pipete, se transferă într-un flacon Erlenmeyer o cantitate cuprinsă între de 25 şi 100 ml de filtrat (în funcţie de conţinutul anticipat de clor), obţinut astfel cum se descrie în subpunctul 17.5.1.1., 17.5.1.2. sau 17.5.1.3. Porţia alicotă nu trebuie să conţină mai mult de 150 mg de clor (Cl). Dacă este necesar, se diluează cu maximum 50 ml de apă, se adaugă 5 ml acid azotic, 20 ml de soluţie saturată de sulfat feric de amoniu şi două picături de soluţie de tiocianat de amoniu transferată cu ajutorul unei biurete umplute pînă la gradaţia zero. Cu ajutorul unei biurete, se transferă soluţia de nitrat de argint astfel încît să se obţină un exces de 5 ml. Se adaugă 5 ml de eter dietilic şi se agită puternic pentru a coagula precipitatul. Excesul de nitrat de argint se titrează cu soluţia de tiocianat de amoniu pînă cînd coloraţia maro-roşcat a persistat timp de un minut. 

17.6. Calcularea rezultatelor 

Cantitatea de clor (X), exprimată ca % de clorură de sodiu, se calculează cu ajutorul următoarei formule: 

 

X = 5,845 × (V1 - V2)/m,

 

unde: 

V1 = ml de soluţie de nitrat de argint 0,1 mol/l adăugată; 

V2 = ml de soluţie de tiocianat de amoniu 0,1 mol/l utilizată la titrare; 

m = greutatea eşantionului. 

Dacă testul martor indică un consum de soluţie de nitrat de argint 0,1 mol/l, se deduce această valoare din volum (V1 - V2). 

17.7. Observaţii 

17.7.1. Titrarea se poate face şi prin potenţiometrie. 

17.7.2. În cazul produselor foarte bogate în uleiuri şi grăsimi, se procedează mai întîi la o degresare cu eter dietilic sau cu eter de petrol. 

17.7.3. În cazul făinii de peşte, titrarea se poate efectua prin metoda Mohr.
