Приложение № 3 

к Постановлению Правительства 

№ 686 от 13 сентября 2012 г. 

МЕТОДЫ АНАЛИЗА 

по контролю состава первичного кормового 

сырья и комбикормов 

 

I. ОПРЕДЕЛЕНИЕ СОДЕРЖАНИЯ ВЛАГИ 

1.1. Цель и область применения 

Этот метод позволяет определить влажность корма. Если корм содержит легкоиспаряющиеся вещества, такие как органические кислоты, следует отметить, что при определении содержания влаги определяется и значительное количество легкоиспаряющихся веществ. 

Этот метод не применяется для анализа молочных продуктов, используемых в качестве кормового сырья, анализа минеральных веществ и смеси, состоящей в основном из минералов, жиров и масел животного происхождения и при анализе масличных овощей или фруктов. 

1.2. Принцип применения 

Образец обезвоживается при определенных условиях, которые изменяются в зависимости от характера корма. Снижение веса определяется путем взвешивания. При анализе сухих кормов с высоким содержанием влаги необходима предварительная сушка. 

1.3. Измерительные приборы 

1.3.1. Мельница, построенная из материала, не впитывающего влагу, легко моющаяся, которая позволяет быстрое и равномерное дробление, без заметного нагревания, не допускает по возможности контакта с внешним воздухом и соответствует требованиям, указанным в подпунктах 1.4.1.1 и 1.4.1.2 настоящего приложения (например, микромельницы молотковые или с водяным охлаждением, конические гибкие мельницы или мельницы с замедленным движением или с зубчатыми дисками). 

1.3.2. Аналитические весы с допуском 1 мг. 

1.3.3. Сухие металлические контейнеры, не подверженные коррозии, или стеклянные с герметичными крышками; рабочая поверхность позволяет рассеяние образца в пределах 0,3 г/см2. 

1.3.4. Изотермическая печь с электрообогревом (±2°С), с соответствующей вентиляцией, которая обеспечивает быструю настройку температуры (1). 

1.3.5. Вакуумная печь с электрическим подогревом, регулируемая, оснащенная масляным насосом и состоящая из: 

а) механизма подачи горячего сухого воздуха; 

b) сушильного состава (например, оксид кальция). 

1.3.6. Эксикатор с толстой решеткой металлической или фарфоровой пластинкой, содержащий эффективное средство для осушения. 

1.4. Процедура анализа 

Операции, изложенные в этом разделе, осуществляются сразу после вскрытия упаковок образцов. Анализ должен быть осуществлен по крайней мере в двух экземплярах. 

Для сушки зерна, муки, отрубей и муки грубого помола печь должна иметь такую тепловую мощность, чтобы при установленной температуре 131°C возвращаться к соответствующей температуре менее чем за 45 минут после размещения внутри максимального количества испытываемых образцов для одновременной сушки. Вентиляция должна обеспечивать, чтобы при наибольшем количестве содержащихся образцов пшеницы, подвергающихся сушке в течение двух часов, результаты отличались от результатов, полученных после четырех часов сушки, менее чем на 0,15%. 

1.4.1. Методы подготовки 

1.4.1.1. Корма, не указанные в подпунктах 1.4.1.2 и 1.4.1.3 

Отбирается не менее 50 г образца. При необходимости, он разбивается или разделяется таким образом, чтобы избежать любого изменения содержания влаги. 

1.4.1.2. Зерновые и отруби 

Отбирается не менее 50 г образца. Измельчается на частицы, из которых не менее 50% проходит через решето с отверстиями, составляющими 0,5 мм и не образующими остаток более 10% при использовании сита с круглыми отверстиями диаметром 1 мм. 

1.4.1.3. Жидкие или пастообразные корма, корма, состоящие преимущественно из масел и жиров 

Отбирают приблизительно 25 г образца, взвешивают с точностью до 10 мг, добавляют соответствующее количество безводного песка, взвешенного с точностью до 10 мг и перемешивают до получения однородного продукта. 

1.4.2. Процесс сушки 

1.4.2.1. Корма, не указанные в подпунктах 1.4.1.2 и 1.4.1.3 

Взвешивается сосуд согласно описанию в подпункте 1.3.3 вместе с крышкой, с точностью до 1 мг. В соответствующем сосуде взвешивается с точностью до 1 мг 5 г образца и распределяется равномерно. Сосуд без крышки помещается в предварительно разогретую духовку при 103°C. Для предотвращения несвойственного снижения температуры в печи сосуд помещается как можно скорее. Оставляется для сушки в течение четырех часов, рассчитываемых с момента возвращения температуры в печи к 103°C. На сосуд ставится крышка, он извлекается из духовки и оставляется для остывания в течение 30-45 минут в сушильном шкафу согласно описанию из подпункта 1.3.6 и взвешивается с отклонением в 1 мг. 

Для кормов, состоящих преимущественно из масел и жиров, сушка в печи будет продлена на 30 минут при температуре 103°C. Разница между этими двумя взвешиваниями не должна превышать 0,1% влажности. 

1.4.2.2. Зерно, мука, отруби и мука грубого помола 

Взвешивается сосуд согласно описанию подпункта 1.3.3 вместе с крышкой с точностью до 0,5 мг. В соответствующем сосуде взвешивается с точностью до 1 мг 5 г перемолотого образца и равномерно распределяется. 

Сосуд без крышки помещается в предварительно разогретую духовку при 130°C. Для предотвращения несвойственного снижения температуры в печи сосуд вставляется как можно скорее. Оставляется для высушивания в течение двух часов, рассчитываемых с момента возвращения температуры в печи к 130°C. Сосуд накрывается крышкой и извлекается из духовки, оставляется для остывания в течение 30-45 минут в сушильном шкафу согласно описанию из подпункта 1.3.6 и взвешивается с отклонением в 1 мг. 

1.4.2.3. Комбинированные корма, содержащие свыше 4% сахарозы и лактозы: кормовое сырье семян рожкового дерева, гидролизованной крупы, семена солода, сушеные части свеклы, растворители рыбы и сахара; комбинированные корма, содержащие более 25% минеральных солей, включающие кристаллизованную воду. 

Взвешивается сосуд согласно описанию, изложенному в подпункте 1.3.3, вместе с крышкой с точностью до 0,5 мг. В сосуде взвешивается с точностью до 1 мг 5 г образца и распределяется равномерно. Сосуд вставляется без крышки в вакуумную печь согласно описанию, приведенному в подпункте 1.3.5, предварительно разогретую до температуры от 80 до 85°C. Для предотвращения неадекватного снижения температуры в печи сосуд вставляется как можно скорее. 

Давление доводится до 100 Toр и оставляют для сушки при этом давлении в течение четырех часов либо при помощи горячего и сухого воздуха или с помощью сушильного вещества (около 300 г для 20 образцов). Во втором случае вакуумный насос отключается после получения рекомендуемого давления. Время высыхания рассчитывается с момента возвращения температуры в разогретой печи от 80 до 85°C. Давление печи осторожно доводится до уровня атмосферного давления. Печь открывается, немедленно ставится крышка на сосуд, последний извлекается из духовки и оставляется для остывания в течение 30-45 минут в сушильном шкафу согласно описанию, приведенному в подпункте 1.3.6, и взвешивается с отклонением в 1 мг. Сушка в вакуумной печи продлевается еще на 30 минут при температуре между 80 и 85°C и взвешивается. Разница между этими двумя взвешиваниями не должна превышать 0,1% влажности. 

1.4.3. Предварительная сушка 

1.4.3.1. Корма, не перечисленные в подпункте 1.4.3.2 

Сухие корма с высоким содержанием влажности, что затрудняет дробление, должны пройти предварительную сушку следующим образом: 

взвешиваются с точностью до 10 мг 50 г неизмельченного образца (при необходимости сдавленные или накопленные корма могут быть приблизительно разделены) в подходящей емкости (например, алюминиевая пластина 20 × 12 см с бордюром 0,5 см). Высушиваются в духовке при температуре от 60 до 70°C, пока содержание влаги не уменьшится до величины от 8 до 12%. Вынимаются из духовки, оставляются для остывания без крышки в лабораторных условиях в течение одного часа и взвешиваются с точностью до 10 мг. Тотчас раздрабливаются согласно описанию, приведенному в подпункте 1.4.1.1, и сушатся согласно указаниям подпункта 1.4.2.1 или 1.4.2.3 исходя из характера кормов. 

1.4.3.2. Зерно 

Зерно влажностью более 17% должно пройти предварительную сушку следующим образом: 

взвешиваются с отклонением в 10 мг 50 г неизмельченных зерен в подходящей емкости (например, алюминиевая пластина 20 × 12 см с бордюром 0,5 см). Высушивается в духовке в течение 5-7 минут при температуре 130°C. Вынимается из духовки, оставляется для остывания без крышки в лабораторных условиях в течение двух часов и взвешивается с точностью до 10 мг. Тотчас раздрабливается, согласно описанию, приведенному в подпункте 1.4.1.2, и сушится согласно описанию подпункта 1.4.2.2. 

1.5. Расчет результатов 

Содержание влаги (Х) образца в процентах рассчитывается с использованием следующих формул: 

1.5.1. Высушивание без предварительной сушки 

 

 X = (m – m0)/m × 100, 

 

где: 

m = начальный вес в граммах испытываемого образца; 

m0 = вес в граммах высушенного испытываемого образца. 

1.5.2. Высушивание с предварительной сушкой 

 

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

 

где: 

m = начальный вес в граммах испытываемого образца; 

m1 = вес в граммах образца после предварительной сушки; 

m2 = вес в граммах образца после дробления или измельчения; 

m0 = вес в граммах сухого испытываемого образца. 

1.5.3. Повторяемость 

Разница между результатами двух параллельных измерений, выполняемых для той же партии, не превышает 0,2% абсолютного значения для влажности. 

1.6. Комментарии 

Если дробление является необходимым и это действие может изменить содержание влаги в продукте, результаты анализа компонентов корма следует корректировать исходя из содержания влаги в образце в его первоначальном состоянии. 

 

II. ОПРЕДЕЛЕНИЕ СОДЕРЖАНИЯ ВЛАГИ В ЖИВОТНЫХ 

И РАСТИТЕЛЬНЫХ ЖИРАХ И МАСЛАХ 

2.1. Цель и область применения 

Настоящий метод позволяет определение содержания влаги и легкоиспаряющихся веществ в животных и растительных жирах и маслах. 

2.2. Принцип применения 

Образец высушивают до достижения постоянной массы (потеря веса между двумя последовательными взвешиваниями меньше или равна 1 мг) до 103°C. Потеря веса определяется путем взвешивания. 

2.3. Измерительные приборы 

2.3.1. Сосуд с плоским дном из материала, стойкого к коррозии, диаметром 8-9 см и глубиной около 3 см. 

2.3.2. Термометр с закрепленной луковицей и с расширенной трубкой в верхней части, градированный приблизительно от 80°С до не менее 110°C и около 10 см в длину. 

2.3.3. Кюветка с песком или плитка. 

2.3.4. Эксикатор, содержащий эффективный осушитель. 

2.3.5. Аналитические весы. 

2.4. Процедура подготовки 

Взвешиваются с точностью до 1 мг 20 г гомогенизированного образца во взвешенном сухом сосуде согласно описанию, приведенному в подпункте 2.3.1, содержащем термометр, согласно описанию, приведенному в подпункте 2.3.2. Образец нагревается в кюветке с песком или на плите согласно описанию, приведенному в подпункте 2.3.3, перемешивается постоянно с помощью термометра так, чтобы температура достигла 90°C в течение 7 минут. 

Интенсивность тепла уменьшается в соответствии с частотой, с которой пузырьки поднимаются со дна сосуда. Температура не должна превышать 105°C. Продолжается перемешивание с очищением дна до тех пор, пока пузырьки перестанут образовываться. 

Для обеспечения полного удаления влаги разогревается несколько раз при температуре 103±2°C, с охлаждением до 93°C между последовательными нагреваниями. В дальнейшем оставляется для остывания при комнатной температуре в эксикаторе согласно описанию, приведенному в подпункте 1.3.4, и взвешивается. Эта операция повторяется, пока потеря веса между двумя последовательными нагреваниями не будет превышать 2 мг. 

Увеличение веса образца после повторного нагрева указывает на окисление жиров. В этом случае результат рассчитывается путем взвешивания непосредственно перед началом увеличения веса. 

2.5. Расчет результатов 

Содержание влаги (Х) в процентах от образца определяется по следующей формуле: 

 

X = (m1 – m2) × 100/m,

 

где: 

m = вес в граммах испытываемой пробы; 

m1 = вес в граммах сосуда вместе с его содержанием до нагревания; 

m2 = вес в граммах сосуда вместе с его содержанием после нагревания. 

Результаты меньше 0,05% записываются как “менее 0,05%”. 

Повторяемость 

Разница влажности между результатами двух параллельных измерений, выполняемых на том же образце, не должна превышать 0,05% в абсолютном значении. 

 

III. ОПРЕДЕЛЕНИЕ СОДЕРЖАНИЯ СЫРОГО ПРОТЕИНА 

3.1. Цель и область применения 

Этот метод позволяет определять содержание сырого протеина в кормах на основе содержания азота с использованием метода Кельдаля. 

3.2. Принцип применения 

Образец растворяют в серной кислоте в присутствии катализатора. Раствор кислоты ощелачивается с раствором гидроксила натрия. Аммиак дистиллируется и собирается в измерительном количестве серной кислоты, избыток которого титруется стандартным раствором гидроксила натрия. 

В качестве альтернативы свободный аммиак отгоняют в раствор борной кислоты в избытке с последующим титрованием соляной или серной кислоты. 

3.3. Применяемые реагенты 

3.3.1. Сульфат калия. 

3.3.2. Катализатор: оксид меди (II) CuO или сульфат меди (II), пентагидрат, CuSO4 5H2O. 

3.3.3. Гранулированный цинк. 

3.3.4. Серная кислота, ρ20 = 1,84 г/мл. 

3.3.5. Серная кислота – стандартный объемный раствор, с (H2SO4) = 0,25 моль/л. 

3.3.6. Серная кислота – стандартный объемный раствор, с (H2SO4) = 0,1 моль/л. 

3.3.7. Серная кислота – стандартный объемный раствор, с (H2SO4) = 0,05 моль/л. 

3.3.8. Индикатор метиловый красный – растворить 300 мг метилового красного в 100 мл этанола, α = 95-96% (v/v). 

3.3.9. Раствор гидроксида натрия (может быть использован в качестве технического решения) 

β = 40 г/100 мл (m/v: 40%). 

3.3.10. Гидроксид натрия – стандарт объемного раствора, с (NaOH) = 0,25 моль/л 

3.3.11. Гидроксид натрия – стандарт объемного раствора, с (NaOH) = 0,1 моль/л 

3.3.12. Гранулированная пемза, промытая в соляной кислоте и кальцинированная. 

3.3.13. Ацетанилид (m.p = 114°C, содержание N = 10,36%). 

3.3.14. Сахароза (без азота). 

3.3.15. Борная кислота (H3BO3). 

3.3.16. Индикатор раствора метилового красного: растворяют 100 мг метилового красного в 100 мл этанола или метанола. 

3.3.17. Бромкрезоловый зеленый раствор: растворяют 100 мг бромкрезолового зеленого раствора в 100 мл этанола или метанола. 

3.3.18. Раствор борной кислоты (10-40 г/л, в зависимости от используемого оборудования). 

При применении метода колориметрии для распознания конечной точки показатели метилового красного и бромкрезола добавляются к раствору борной кислоты. Если готовится 1 литр раствора борной кислоты, до регулировки объема добавляется 7 мл индикатора метилового красного раствора согласно описанию, приведенному в подпункте 3.3.16, и 10 мл раствора зеленого бромкрезола согласно описанию, приведенному в подпункте 3.3.17. 

С учетом используемой воды рН раствора борной кислоты отличается в зависимости от партии. Корректирование часто необходимо с небольшим количеством щелочного вещества для получения положительного контроля. 

Добавление около 3-4 мл NaOH согласно описанию из подпункта 3.3.11 в 1 л борной кислоты 10 г/л борной дает обычно хорошее корректирование. Раствор хранится при комнатной температуре и на время хранения должен быть защищен от света и источников паров аммиака. 

3.3.19. Соляная кислота − стандартный объемный раствор, с (HCl) = 0,1 моль/л 

Если при расчетах производятся необходимые корректировки, можно использовать другие концентрации объемного раствора согласно описанию в подпунктах 3.3.5, 3.3.6, 3.3.7, 3.3.10, 3.3.11 и 3.3.19. Концентрации всегда выражаются в виде четырехзначных дробей после запятой. 

3.4. Измерительные приборы 

Соответствующий аппарат для проведения растворения, перегонки и титрования в соответствии с процедурой по Кьельдалю. 

3.5. Процедура подготовки 

3.5.1. Растворение 

Взвешивается 1 г образца с отклонением в 0,001 г и переносится в колбу для растворения. Добавляются 15 г сульфата калия согласно описанию в подпункте 3.3.1, необходимое количество катализатора, как описано в подпункте 3.3.2 [0,3 до 0,4 г оксида меди (II) или от 0,9 до 1,2 г сульфата меди (II), пентагидрат], 25 мл серной кислоты, как описано в подпункте 3.3.4, и, если необходимо, несколько гранул пемзы, как описано в пункте 3.3.12, и смешивается. 

Колба нагревается сначала умеренно, с кругообразным помешиванием, если это необходимо, до тех пор, пока материал обуглится и пена исчезнет, затем интенсивно нагревается, пока жидкость кипит постоянно. Нагревание является адекватным, если кипящая кислота конденсируется на стенках сосудов. Это предотвращает перегрев краев и прилипание к ним органических частиц. 

Когда раствор станет прозрачным, а его цвет светло-зеленым, продолжается кипение в течение двух часов, затем он оставляется для остывания. 

3.5.2. Дистилляция 

Аккуратно добавляется достаточное количество воды, чтобы обеспечить полное растворение сульфатов. Оставляется для остывания, а затем добавляется, если это необходимо, несколько гранул цинка, в соответствии с описанием, изложенным в подпункте 3.3.3. Осуществляются действия в соответствии с описанием в подпунктах 3.5.2.1 или 3.5.2.2. 

3.5.2.1. Дистилляция в серной кислоте 

В сосуд для сбора перегонного аппарата заливают 25 мл серной кислоты, как описано в подпунктах 3.3.5 или 3.3.7, точно измеренной, в зависимости от определенного содержания азота. Добавляется несколько капель индикатора метилового красного, как описано в подпункте 3.3.8. 

Колба для растворения подключается к конденсатору перегонного аппарата и конец конденсатора погружается в жидкость колбы на глубину не менее 1 см (см. наблюдения подпункта 3.8.3). Медленно вливаются 100 мл раствора гидроксила натрия, как изложено в подпункте 3.3.9, в колбу для растворения, без потери аммиака (см. наблюдения подпункта 3.8.1). Колба нагревается до полной дистилляции аммиака. 

3.5.2.2. Дистилляция в борной кислоте 

Если титрование аммиака, содержащегося в дистилляте, выполняется вручную, применяется указанная ниже процедура. 

Если установка для дистилляции полностью автоматизирована, включая титрование содержания аммиака в дистилляте, применяются инструкции по эксплуатации дистилляционной установки, предоставляемой производителем. 

В случае полуавтоматического устройства для дистилляции добавляется в избытке гидроксил натрия и паровая дистилляция осуществляется автоматически. 

Под отверстием откачивания конденсатора находится емкость, содержащая 25-30 мл борной кислоты, как описано в подпункте 3.3.18, таким образом, чтобы трубка откачивания находилась под уровнем поверхности избытка раствора борной кислоты. Дистилляционная установка регулируется так, чтобы высвобождалось 50 мл раствора гидроксила натрия, как описано в подпункте 3.3.9. Дистилляционная установка работает в соответствии с инструкциями производителя для завершения дистилляции выпущенного аммиака путем добавления раствора гидроксила натрия. Дистиллят собирают в восприимчивом растворе борной кислоты. Количество дистиллята (время дистилляции под паром) зависит от количества азота в образце. Применяются инструкции производителя. 

3.5.3. Титрование 

Необходимо действовать как в случаях, описанных в подпункте 3.5.3.1 или 3.5.3.2. 

3.5.3.1. Серная кислота 

Титруется избыток серной кислоты в колбе с раствором гидроксида натрия, как описано в подпункте 3.3.10 или 3.3.11, в зависимости от концентрации используемой серной кислоты, пока он не достигнет окончательной точки. 

3.5.3.2. Борная кислота 

Титруется с помощью пробирки содержимое колбы со стандартным объемным раствором соляной кислоты, как описано в подпункте 3.3.19, или со стандартным объемным раствором серной кислоты, как описано в подпункте 3.3.6, и читается количество используемого титруемого раствора. 

При применении колориметрического обнаружения конечной точки это достигается при первом появлении розового цвета в содержимом. Чтение пробирки оценивается отклонением в 0,05 мл. Просмотр конечной точки может быть облегчен магнитной мешалкой освещенной пластины или фотометрическим детектором. 

Это можно сделать автоматическим методом с помощью дистилляционного аппарата с паром с автоматическим титрованием. 

При использовании системы автоматического титрования оно начинается сразу после начала перегонки и используется 1% раствор борной кислоты, как описано в подпункте 3.3.18. 

Подчеркивающая работа дистилляционной установки или установки по дистилляции/титрованию осуществляется в соответствии с инструкциями производителя. 

Если используется полностью автоматическая дистилляционная установка, автоматическое титрование аммиака может быть осуществлено также с помощью обнаружения конечной точки при использовании потенциометрической системы рН. 

В этом случае используется автоматический аппарат по титрованию с рН-метром. PН-метр соответствует промежутку рН 4-7, используя обычные лабораторные процедуры для калибровки рН. 

Конечная точка титрирования, выраженного в рН, достигает отметки 4.6, представляющей самую низкую точку изгиба титрирования (точка изменения). 

3.5.4. Контрольное испытание 

Чтобы убедиться, что реагенты не содержат азота, осуществляется контрольное испытание (растворение, перегонка и титрование) с использованием 1 г сахарозы вместо образца. 

3.6. Расчет результатов 

Расчет осуществляется в соответствии с положениями подпункта 3.6.1 или 3.6.2. 

3.6.1. Расчет титрования в соответствии с подпунктом 3.5.3.1 

Содержание сырого белка, выраженное в процентах веса, рассчитывается с использованием следующей формулы: 

 

(V0 – V1) × c × 0,014 × 100 × 6,25/m,

 

где: 

V0 = объем (мл) NaOH (как описано в подпункте 3.3.10 или 3.3.11), используемый в контрольном тесте; 

V1 = объем (мл) NaOH (как описано в подпункте 3.3.10 или 3.3.11), используемый в титровании партии; 

с = концентрация (моль/л) гидроксила натрия (как описано в подпункте 3.3.10 или 3.3.11); 

m = вес (г) образца. 

3.6.2. Расчет титрования в соответствии с подпунктом 3.5.3.2 

3.6.2.1. Титрование соляной кислотой 

Содержание сырого белка, выраженное в процентах веса, рассчитывается согласно следующей формуле: 

 

(V1 – V0) × c × 1,4 × 6,25/m,

 

где: 

m = вес (г) титрированной части; 

с = концентрация (моль/л) объемного стандартного раствора соляной кислоты, как описано в подпункте 3.3.19; 

V0 = объем (в мл) соляной кислоты, используемой в контрольном тесте; 

V1 = объем (в мл) соляной кислоты, используемой в тесте. 

3.6.2.2. Титрование с серной кислотой 

Содержание сырого белка, выраженная в процентах по весу, рассчитывается с использованием следующей формулы: 

 

(V1 – V0) × c × 2,8 × 6,25/m,

 

где: 

m = вес (г) ) титрированной части; 

с = концентрация (моль/л) объемного стандартного раствора серной кислоты, как описано в подпункте 3.3.6; 

V0 = объем (в мл) серной кислоты, как описано в подпункте 3.3.6, используемый в контрольном тесте; 

V1 = объем (в мл) серной кислоты, как описано в подпункте 3.3.6, используемый в контрольном тесте. 

3.7. Проверка метода 

3.7.1. Повторяемость 

Разница между результатами двух параллельных измерений, выполненных на том же образце, не должна превышать: 

а) 0,2% в абсолютном значении для сырого белка составляет менее 20%; 

b) 1% по отношению к более высокому значению, при содержании сырого белка от 20 до 40%; 

c) 0,4% в абсолютном значении, для сырого белка более 40%. 

3.7.2. Точность 

Анализ (растворение, перегонка и титрование) осуществляется на 1,5-2 г ацетанилида, как описано в подпункте 3.3.13, при наличии 1 г сахарозы, как описано в подпункте 3.3.14, 1 г ацетанилида потребляет 14,8 мл серной кислоты. Восстановление должно быть не менее 99%. 

3.8. Комментарии 

3.8.1. Аппаратура может быть ручной, полуавтоматической или автоматической. Если оборудование нуждается в передаче между стадиями растворения и дистилляции, эта передача должна быть выполнена без потерь. Если сосуд дистилляционного аппарата не оснащен капельной воронкой, добавляют гидроксил натрия непосредственно перед подключением сосуда к конденсатору, аккуратно разливая жидкость по краям сосуда. 

3.8.2. Если растворенный продукт затвердевает, возобновляется определение с использованием наибольшего количества серной кислоты, чем то, которое описано в подпункте 3.3.4. 

3.8.3. Для продуктов с низким содержанием азота объем серной кислоты, описанный в подпункте 3.3.7, требуемый для введения в сосуд для сбора, может быть уменьшен при необходимости на 10 или 15 мл и заполнен до 25 мл водой. 

3.8.4. Для рутинного анализа, чтобы определить содержание сырого белка, могут использоваться альтернативные методы анализа, а метод Кьельдаля, описанный в главе III настоящего приложения, является ориентировочным методом. Эквивалентность результатов, полученных альтернативным методом, а также ориентировочным методом, должна быть продемонстрирована для каждой матрицы индивидуально. Поскольку результаты, полученные альтернативным методом, даже после проверки эквивалентности могут несколько отличаться от результатов, полученных ориентировочным методом, в аналитическом отчете необходимо отметить метод используемого анализа для определения содержания сырого протеина. 

 

IV. ОПРЕДЕЛЕНИЕ МОЧЕВИНЫ 

4.1. Цель и область применения 

Настоящий метод позволяет определить мочевину в кормах. 

4.2. Принцип применения 

Образец помещают в суспензию в воде, добавляя продукт для очищения. Суспензию фильтруют. 

Содержание мочевины в фильтрате определяется путем сложения 4-диметиламинобензальдегида (4-DMAB) путем измерения оптической плотности при длине волны 420 нм. 

4.3. Применяемые реагенты 

4.3.1. Раствор 4-диметиламинобензальдегид: растворяют 1,6 г 4-DMAB в 100 мл этанола, 96% и добавляют 10 мл соляной кислоты (ρ20 1,19 г / мл). Этот реагент хранится в течение не более двух недель. 

4.3.2. Раствор Carrez I: растворяются 21,9 г ацетата цинка, Zn(CH3COO)22H2O и 3 г ледяной уксусной кислоты в воде. Дополняется водой до 100 мл. 

4.3.3. Раствор Carrez II: растворяется 10,6 г калия ферроцианида, K4Fe(CN)63H2O в воде. Заполняется водой до 100 мл. 

4.3.4. Активированный уголь, не поглощающий мочевину (контролирующий). 

4.3.5. Раствор мочевины 0,1% (вес/объем). 

4.4. Измерительные приборы 

4.4.1. Мешалка (смеситель): около 35-40 об/мин. 

4.4.2. Пробирки: 160 ×16 мм с притертыми пробками. 

4.4.3. Спектрофотометр. 

4.5. Процедура подготовки 

4.5.1. Анализ образцов 

Взвешиваются 2 г образца с отклонением в 1 мг и вместе с 1 г активированного угля вводятся, как указано в подподпункте 4.3.4, в 500 мл градуированную колбу. Добавляются 400 мл воды и 5 мл раствора Carrez I, как указано в подпункте 4.3.2, перемешиваются в течение примерно 30 секунд и добавляются 5 мл раствора Carrez II, как указано в пункте 4.3.3. Размешивается в течение тридцати минут в смесителе. Наполняется до нужного объема водой, встряхивается и фильтруется. 

Отделяют 5 мл прозрачного и бесцветного фильтрата, вводят в пробирки с притертой к стеклу пробкой, добавляют 5 мл 4-DMAB в соответствии с описанием подпункта 4.3.1 и перемешивают. Пробирки помещаются в водяную баню при температуре 20°C (±4°C). Через пятнадцать минут измеряется оптическая плотность образца раствора в спектрофотометре при 420 нм. Сравнивается с растворами реагентов контрольным тестом. 

4.5.2. Калибровочная кривая 

Отделяется объем в 1, 2, 4, 5 и 10 мл раствора мочевины в соответствии с описанием подпункта 4.3.5, вводится в 100 мл градуированные колбы и дополняется до нужного объема водой. Отделяются 5 мл из каждого раствора и добавляются в каждые 5 мл раствора 4-DMAB, в соответствии с описанием в подпункте 4.3.1, перемешиваются и измеряется оптическая плотность при 420 нм с контрольным раствором, содержащим 5 мл 4-DMAB и 5 мл воды, не содержащим мочевину. Прочерчивается калибровочная кривая. 

4.6. Расчет результатов 

Определяется количество мочевины в пробе по калибровочной кривой. 

Результат выражается в процентах образцов. 

4.7. Комментарии 
4.7.1. Если содержание мочевины превышает 3%, уменьшается вес образца на 1 г или разбавляется первоначальный раствор таким образом, чтобы в 500 мл было не более 50 мг мочевины. 

4.7.2. При низком содержании мочевины вес образца увеличивается до тех пор, пока фильтрат остается прозрачным и бесцветным. 

4.7.3. Если образец содержит простые соединения азота, такие как аминокислоты, оптическую плотность измеряют при 435 нм. 

 

V. ОПРЕДЕЛЕНИЕ ИСПАРЯЮЩИХСЯ АЗОТИСТЫХ ОСНОВАНИЙ 

А. Методом микродиффузии 

5.1. Цель и область применения 

Этот метод определяет содержание испаряющихся азотистых оснований, выраженных как аммиак, в корме. 

5.2. Принцип применения 

Образец подлежит экстрагированию водой, а раствор остается прозрачным и фильтрованным. Испаряющиеся азотистые основания вытесняются методом микродиффузии с использованием раствора карбоната калия, собираются в раствор борной кислоты и титруются серной кислотой. 

5.3. Применяемые реагенты 
5.3.1. Раствор трихлоруксусной кислоты 20% (вес/объем). 

5.3.2. Индикатор: растворяются 33 мг бромкрезола зеленого и 65 мг метилового красного в 100 мл 95-96% этилового спирта (объем/объем). 

5.3.3. Раствор борной кислоты: в литровой градуированной колбе растворяют 10 г борной кислоты в 200 мл 95-96% этилового спирта (объем/объем) и 700 мл воды. Добавляют 10 мл индикатора, как описано в подпункте 5.3.2. Перемешивают и при необходимости корректируют цвет раствора до светло-красного при добавлении раствора гидроксила натрия. 1 мл этого раствора позволяет фиксирование не более 300 мг NH3. 

5.3.4. Насыщенный раствор карбоната калия: растворяют 100 г карбоната натрия в 100 мл кипящей воды. Оставляется для остывания и фильтруется. 

5.3.5. Серная кислота 0,01 моль/л. 

5.4. Измерительные приборы 

5.4.1. Мешалка (смеситель): около 35-40 об/мин. 

5.4.2. Ячейки Конвея из стекла или из гибкого пластика. 

5.4.3. Микробюретки градуированные на 1/100 мл. 

5.5. Процедура подготовки 

Взвешивается 10 г образца с точностью до 1 мг и вместе вводится в 100 мл воды в калибровочную колбу объемом 200 мл. Перемешивают или встряхивают в смесителе в течение 30 минут. Добавляют 50 мл трихлоруксусной кислоты, как указано в подпункте 5.3.1, дополняют до нужного объема водой, интенсивно встряхивают и фильтруют через складчатый фильтр. 

С помощью пипетки вводится 1 мл борной кислоты согласно описанию, приведенному в подпункте 5.3.3, в центр ячейки Конвея и 1 мл отфильтрованного образца в ободок ячейки. Частично прикрывается смазанной крышкой. Быстро наливается 1 мл насыщенного раствора карбоната калия согласно описанию, приведенному в подпункте 5.3.4, в ободок и крышка закрывается таким образом, чтобы ячейка была герметичной. Ячейка аккуратно поворачивается в горизонтальную плоскость таким образом, чтобы два реагента смешивались. Оставляется для выращивания в течение не менее четырех часов при комнатной температуре или в течение одного часа при температуре 40°C. 

С помощью микробюретки, как указано в подпункте 5.4.3, титрируются испаряющиеся основания из раствора борной кислоты с серной кислотой, как описано в подпункте 5.3.5. 

Выполняется контрольное испытание с применением той же процедуры, но без анализа проб. 

5.6. Расчет результатов 

1 мл H2SO4 0,01 моль/л соответствуют 0,34 мг аммиака. 

Результат выражается в процентах образцов. 

Повторяемость 

Разница между результатами двух параллельных измерений, выполняемых на той же пробе, не должна превышать: 

а) 10% в относительном значении для содержания аммиака менее 1%; 

b) 0,1% в абсолютном значении для содержания аммиака 1% и более. 

5.7. Комментарии 

Если содержание аммиака в образце превышает 0,6%, первоначальный фильтрат разбавляется. 

 

В. Методом дистилляции 

5.1. Цель и область применения 

Настоящий метод позволяет определить легкоиспаряющиеся азотистые основания, выраженные в виде аммиака, рыбной муки, которая практически не содержит мочевины. Она применима, только если содержание аммиака менее 0,25%. 

5.2. Принцип применения 

Образец подвергается водной экстракции, а вещество очищается и фильтруется. Легкоиспаряющиеся азотистые щелочи отделяются в точки кипения путем добавления оксида магния и собираются в определенное количество серной кислоты, избыток которой титруется раствором гидроксила натрия. 

5.3. Применяемые реагенты 
5.3.1. 20% трихлоруксусной кислоты (вес/объем). 

5.3.2. Оксид магния. 

5.3.3. Противопенная эмульсия (например, силикон). 

5.3.4. Серная кислота 0,05 моль/л. 

5.3.5. Раствор гидроксила натрия 0,1 моль/л. 

5.3.6. 0,3% метил-красный раствор в 95-96% этанола (объем/объем). 

5.4. Измерительные приборы 

5.4.1. Смеситель (мешалка): около 35-40 об/мин. 

5.4.2. Аппарат для дистилляции типа аппарата Кельдаля. 

5.5. Процедура подготовки 

Взвешивается 10 г образца с точностью до 1 мг и вводится со 100 мл воды в градуированную колбу объемом 200 мл. Перемешивается или взбалтывается в мешалке в течение 30 минут. Добавляется 50 мл трихлоруксусной кислоты согласно описанию, приведенному в подпункте 5.3.1, дополняется до объема водой, сильно встряхивается и фильтруется через складчатый фильтр. 

Отбирается соответствующее количество прозрачного фильтрата для содержания предполагаемых легкоиспаряющихся азотистых оснований (100 мл обычно достаточно). Разбавляется в 200 мл и добавляется 2 г окиси магния и несколько капель пеногасителя. Раствор должен быть щелочным и определяется с использованием лакмусовой бумаги; если он не щелочной, то добавляется окись магния. Далее выполняется как описано в подпунктах 5.5.2 и 5.5.3 метода анализа для определения сырого протеина, описанного в главе III настоящего приложения. 

Выполните контрольный тест с применением тех же процедур, но без анализа проб. 

5.6. Расчет результатов 

1 мл H2SO4 0,05 моль/л соответствуют 1,7 мг аммиака. 

Результат выражается в процентах образцов. 

Повторяемость 

Разница между результатами двух параллельных измерений, выполняемых на той же пробе, не должна превышать в относительном выражении 10% аммиака. 

 

VI. ОПРЕДЕЛЕНИЕ АМИНОКИСЛОТ (ЗА ИСКЛЮЧЕНИЕМ ТРИПТОФАНА) 

6.1. Цель и область применения 

Этот метод позволяет определять свободные аминокислоты (синтетические и натуральные) и общие (пептидносвязанные и свободные) в кормах с помощью аминокислотного анализатора. Это применимо к следующим аминокислотам: цист(е)ин, метионин, лизин, треонин, аланин, аргинин, аспарагиновая кислота, глютаминовая кислота, глицин, гистидин, изолейцин, лейцин, фенилаланин, пролин, серин, тирозин и валин. 

Этот метод не различает соли аминокислот и не допускает различия между формами D и L аминокислот. Это не распространяется на определение триптофана или аналогов гидроксилинованных аминокислот. 

6.2. Принцип применения 

6.2.1. Свободные аминокислоты 

Свободные аминокислоты экстрагируют разбавленной соляной кислотой. Совместно экстрагированные азотистые макромолекулы осаждаются с сульфосалициловой кислотой и отделяются методом фильтрования. Фильтрованный раствор доводится до рН 2,2. Аминокислоты разделяются ионообменной хроматографией и определяются взаимодействием с нингидрином с фотометрическим определением при 570 нм. 

6.2.2. Общие аминокислоты 

Выбор процедуры зависит от аминокислот, которые анализируются. Цист(е)ин и метионин окисляются с цистеиновой кислотой и, соответственно, метионин сульфон до гидролиза. Тирозин должен быть определен в гидролизатах неокисленных образцов. Все другие аминокислоты, перечисленные в пункте 6.1, могут быть определены либо в окисленной, либо в неокисленной пробе. 

Окисление проводится при 0°C путем смешивания перформной кислоты и фенола. Избыточное окисление реагента разлагается натрием дисульфида. Окисленный или неокисленный образец гидролизуется соляной кислотой, как указано в подпункте 6.3.20, в течение 23 часов. Гидролизат доводится до рН 2,2. Аминокислоты разделяются ионообменной хроматографией и определяются взаимодействием с нингидринами, с фотометрическим определением при 570 нм (440 нм для пролина). 

6.3. Применяемые реагенты 
Используется дважды дистиллированная вода или вода эквивалентного качества (проводимостью < 10 μS). 

6.3.1. Перекись водорода, г (г/г) = 30%. 

6.3.2. Муравьиная кислота, г (г/г) = 98-100%. 

6.3.3. Фенол. 

6.3.4. Натрия дисульфид. 

6.3.5. Гидроксил натрия. 

6.3.6. Дигидрат 5-сульфосалициловой кислоты. 

6.3.7. Соляная кислота плотностью около 1,18 г/мл. 

6.3.8. Еринатрий цитрат дигидрат. 

6.3.9. 2,2'- тиодиэтанол (тиодигликоль). 

6.3.10. Хлорид натрия. 

6.3.11. Нингидрин. 

6.3.12. Петролейный эфир, интервал кипения 40-60°C. 

6.3.13. Норлейцин или другое соединение, пригодное для использования в качестве внутреннего стандарта. 

6.3.14. Азот, газ (< 10 ppm кислорода). 

6.3.15. 1-октанол. 

6.3.16. Аминокислоты. 

6.3.16.1. Стандартные вещества, перечисленные в пункте 6.1. Чистые соединения, не содержащие кристаллизованную воду. Перед употреблением высушивают в вакууме с использованием P2O5 или H2SO4 в течение одной недели. 

6.3.16.2. Цистеиновая кислота. 

6.3.16.3. Метионин сульфон. 

6.3.17. Раствор гидроксила натрия, с = 7,5 моль/л 

Растворяют 300 г NaOH в воде и дополняют до 1 л. 

6.3.18. Раствор гидроксила натрия с = 1 моль/л 

Растворяют 40 г NaOH в воде и доводят до 1 л. 

6.3.19. Раствор муравьиной кислоты − фенол. 

Смешивается 889 г муравьиной кислоты с 111 г воды и добавляется 4,73 г фенола. 

6.3.20. Гидролизная настойка, с = 6 моль HCl/L, содержащая 1 г фенола/л: 

Добавляется 1 г фенола в 492 мл соляной кислоты и дополняется водой до 1 л. 

6.3.21. Экстрактная настойка, с = 0,1 моль HCl/L, содержащая 2% тиодигликоля: отбирают 8,2 мл соляной кислоты, разбавленной в 900 мл воды, добавляют 20 мл тиодигликоля и дополняют водой до 1 литра (не смешиваются непосредственно соляная кислота и тиодигликоль). 

6.3.22. Дигидрат 5-сульфосалициловой кислоты, β = 6% 

60 г 5-сульфосалициловой кислоты растворяется в воде и дополняется водой до 1 литра. 

6.3.23. Окисленная смесь (перформная кислота – фенол). 

Смешивается 0,5 мл перекиси водорода с 4,5 мл муравьиной кислоты-фенола в небольшом лабораторном стакане. Инкубируют при 20-30°С в течение 1 часа, чтобы получить перформную кислоту, затем охлаждают в ледяной воде ванны (15 минут) перед добавлением образца. 

6.3.24. Раствор буферного цитрата, с = 0,2 моль Na+/л, рН 2.2 

Растворяют 19,61 г цитрата натрия, 5 мл тиодигликоля, 1 г фенола и 16,5 мл соляной кислоты, с плотностью около 1,18 г/мл в приблизительно 800 мл воды. Корректируется значение рН до 2,2. Дополняется водой до 1 л. 

6.3.25. Раствор буферной элюции, подготовленной в соответствии с условиями для используемого анализатора в подпункте 6.4.9. 

Внимание! Избегать попадания на кожу и носить защитную одежду. 

6.3.26. Реагент нингидрин, приготовленный в соответствии с условиями для используемого анализатора в подпункте 6.4.9. 

6.3.27. Стандартный аминокислотный раствор. Эти растворы хранятся при температуре ниже 5°С. 

6.3.27.1. Запас стандартного аминокислотного раствора согласно описаниям в подпункте 6.3.16.1. 

с = 2,5 ммоль/мл для каждого, в соляной кислоте. 

Может быть получен из коммерческих источников. 

6.3.27.2. Запас стандартного раствора цистеиновой кислоты и метионин сульфона, с = 1,25 ммоль/мл. 

Растворяются 0,2115 г цистеиновой кислоты и 0,2265 г метионин сульфона в цитратном буферном растворе, как указано в подпункте 6.3.24, в литровой мерной колбе и доводится до объема буферным цитратным раствором. Хранится при температуре ниже 5°C не более 12 месяцев. Этот раствор не используется, если запас стандартного раствора содержит цистеиновую кислоту и метионин сульфон. 

6.3.27.3. Запас стандартного раствора внутреннего стандарта, например, норлейцин, с = 20 моль/мл. 

Растворяется 0,656 г норлейцина в цитратном буферном растворе в мерной колбе и дополняется цитратным буферным раствором до 250 мл. Хранится при температуре ниже 5°C не более шести месяцев. 

6.3.27.4. Калибровочный стандартный аминокислотный раствор для использования с гидролизатами, с = 5 моль/50 мл цистеиновой кислоты и метионин сульфона и с = 10 моль/50 мл для других аминокислот. Растворяется 2,2 г хлористого натрия в 100 мл лабораторном стакане, который содержит 30 мл буферного цитратного раствора. Добавляются 4 мл запаса стандартного аминокислотного раствора, 4 мл запаса стандартного раствора цистеиновой кислоты и метионин сульфона и 0,5 мл запаса стандартного раствора внутреннего стандарта при необходимости. Корректируется значение рН до 2,2 гидроксидом натрия. 

Переносится количественно в мерную колбу на 50 мл, добавляется при необходимости буферный цитратный раствор и перемешивается. 

Хранится при температуре ниже 5°C не более трех месяцев. 

6.3.27.5. Калибровочный стандартный аминокислотный раствор для использования с гидролизатами, подготовленный в соответствии с подпунктом 6.5.3.3.1, и для использования с экстрактами, как описано в подпункте 6.5.2. Калибровочный раствор готовится в соответствии с подпунктом 6.3.27.4, но исключая хлорид натрия. 

Хранится при температуре ниже 5°C не более трех месяцев. 

6.4. Измерительные приборы 

6.4.1. Круглодонная колба на 100 или 250 мл, оснащенная конденсатором с обратным течением. 

6.4.2. Боросиликатное стекло, 100 мл с резиновой пробкой с внутренней резьбой/тефлон для использования в духовке. 

6.4.3. Духовка с принудительной вентиляцией и регулятор температуры с точностью более ±2°С. 

6.4.4. рН-метр (три цифры). 

6.4.5. Мембранный фильтр (0,22 мм). 

6.4.6. Центрифуга. 

6.4.7. Вакуумный роторный испаритель. 

6.4.8. Механическая или магнитная мешалка. 

6.4.9. Аминокислотный анализатор или ВЭЖХ оборудование с ионообменными колонками, устройства для нингидрина, отклонение после колонки и фотометрический детектор. 

Колонна заполнена сульфированной смолой полистирола, которая способна разделить аминокислоты друг от друга, а также материалы, содержащие нингидрин. Поток линий буферного раствора и нингидрина обеспечивается стабильностью насоса ±0,5% на период, который включает операции стандартной калибровки, а также анализ образцов. 

Для некоторых аминокислотных анализаторов могут быть использованы процедуры по гидролизу, когда гидролизат имеет концентрацию натрия с = 0,8 моль/л и содержит всю остаточную муравьиную кислоту их стадии окисления. 

Другие анализаторы не дают удовлетворительного разделения определенных аминокислот, если гидролизат содержит избыток муравьиной кислоты и/или высокие концентрации ионов натрия. В этом случае количество кислоты уменьшается испарением около 5 мл после гидролиза и перед регулированием рН. Испарение происходит в вакууме при температуре 40°C. 

6.5. Процедура подготовки 

6.5.1. Подготовка проб 

Образец измельчается таким образом, чтобы он мог пройти через сито с ячейками 0,5 мм. Образцы с высоким содержанием влаги должны быть высушены воздушным путем при температуре не выше 50°C или лиофилизированы до помола. Образцы с высоким содержанием жиров экстрагируют петролийным эфиром до перемола. 

6.5.2. Определение свободных аминокислот в кормах и премикса 

Взвешивается с отклонением в 0,2 мг соответствующее количество (1-5 г) обработанной пробы в соответствии с положениями подпункта 6.5.1 в колбе Эрленмейера и добавляются 100 мл экстракта смеси. Встряхивается смесь в течение 60 минут с помощью механической или магнитной мешалки. Оставляется для осаждения осадка и добавляется 10 мл супернатантного раствора в 100 мл лабораторный стакан. 

При перемешивании добавляется 5 мл сульфосалициловой кислоты с дальнейшим перемешиванием магнитной мешалкой в течение 5 минут. Супернатант фильтруют или центрифугируют для удаления осадка. Вводится 10 мл полученного раствора в 100 мл лабораторный стакан и с доведением рН до 2,2 раствором гидроксида натрия, перемещается в мерную колбу соответствующего объема с помощью раствора цитратного буфера и доводится до метки буферным раствором. 

При использовании внутреннего стандарта добавляют 1 мл внутреннего стандарта на каждые 100 мл окончательного раствора и доводят до метки буферным раствором. 

Переходят к этапу хроматографии согласно положениям подпункта 6.5.4. 

Если экстракты не рассматриваются в тот же день, они должны храниться при температуре ниже 5°С. 

6.5.3. Определение общего содержания аминокислот 

6.5.3.1. Окисление 

Взвешиваются с отклонением 0,2 мг от 0,1 до 1 г подготовленного образца в соответствии с положениями подпункта 6.5.1 в: 

а) круглодонной колбе объемом 100 мл, как указано в подпункте 6.4.1, для гидролиза в открытой среде, согласно описаниям, приведенным в подпункте 6.5.3.2.3, или 

b) круглодонной колбе на 250 мл, как указано в подпункте 1.4.1, в случае необходимости низкой концентрации натрия, в соответствии с положениями подпункта 6.5.3.3.1, или 

c) 100 мл бутылке, снабженной винтовой пробкой в соответствии с положениями подпункта 6.4.2 для гидролиза в закрытой среде, как описано в подпункте 6.5.3.2.4. 

Взвешенная порция образца имеет содержание азота около 10 мг, а содержание влаги не превышает 100 мг. 

Колба/бутылка вводится в ванну с ледяной водой и охлаждается до 0°С, добавляется 5 мл окисленной смеси и перемешивается с помощью шпателя с изогнутым концом. Герметизируется колба/бутылка, содержащая шпатель, с помощью герметической пленки, ванна с ледяной водой, содержащая герметичный сосуд, помещается в холодильник при 0°С и оставляется на 16 часов. По истечении 16 часов вытаскивается из холодильника, а избыток окисленного реактива разлагается путем добавления 0,84 г дисульфида натрия. 

Переходят к процедуре, отмеченной в подпункте 6.5.3.2.1. 

6.5.3.2. Гидролиз 

6.5.3.2.1. Гидролиз окисленных образцов 

К окисленным образцам, изготовленным в соответствии с подпунктом 6.5.3.1, добавляется 25 мл гидролизной смеси, следя за тем, чтобы были смыты все остатки образца со стен сосуда и шпателя. 

В зависимости от используемой процедуры гидролиза переходят к методу, описанному в подпунктах 6.5.3.2.3 или 6.5.3.2.4. 

6.5.3.2.2. Гидролиз неокисленных образцов 

Взвешивается 0,1-1 г подготовленного образца с точностью до 0,2 мг в круглодонной колбе объемом 100 мл или 250 мл либо бутылке на 100 мл с нарезной пробкой. Порция взвешенного образца должна иметь содержание азота в пределах 10 мг. Осторожно добавляется 25 мл гидролизной смеси и смешивается с образцом. Далее действуют согласно описаниям подпункта 6.5.3.2.3 или 6.5.3.2.4. 

6.5.3.2.3. Гидролиз в открытой среде 

Добавляют 3 стеклянных шарика в смесь в колбе (приготовленную согласно описаниям подпункта 6.5.3.2.1 или 6.5.3.2.2) и варят непрерывно при слабом кипении в течение 23 часов. В конце гидролиза уплотнитель промывается с 5 мл цитратного буфера. Колба отключается и охлаждается в ванной с ледяной водой. 

Далее действуют согласно описаниям подпункта 6.5.3.3. 

6.5.3.2.4. Гидролиз в закрытой среде 

Бутылка, содержащая приготовленную смесь, в соответствии с положениями подпункта 6.5.3.2.1 или 6.5.3.2.2, вставляется в печь, как указано в подпункте 6.4.3, при 110°C. 

В течение первого часа, чтобы предотвратить постепенное увеличение давления (за счет расширения газообразных веществ) и избежать взрыва, нарезная крышка ставится на верхнюю часть колбы. Колба не закрывается соответствующей крышкой. Через час колба закрывается пробкой и оставляется в духовке, как указано в подпункте 6.4.3, в течение 23 часов. В конце гидролиза бутылка удаляется из печи, осторожно снимается пробка с поверхности бутылки и она вводится в ванну с ледяной водой. Оставляется для остывания. 

В зависимости от процедуры регулирования рН количественное содержимое бутылки переносится в стеклянный лабораторный стакан на 250 мл или круглодонную колбу с использованием раствора буферного цитрата. 

Далее действуют согласно описаниям подпункта 6.5.3.3. 

6.5.3.3. Регулировка pН 

В зависимости от толерантности натрия к аминокислотному анализатору для регулировки рН действуют согласно методу, описанному в подпункте 6.5.3.3.1 или 6.5.3.3.2. 

6.5.3.3.1. Для хроматографических систем аминокислотный анализатор требует малую концентрацию натрия 

Желательно использовать внутренний запас стандартного раствора при использовании аминокислотных анализаторов, требующих малого содержания натрия (если количество кислоты должно быть уменьшено). 

В этом случае к гидролизату добавляют 2 мл внутреннего запаса стандартного раствора до испарения. 

К гидролизату, полученному в соответствии с положениями подпункта 6.5.3.2.3 или 6.5.2.3.4, добавляются 2 капли 1-октанола. 

С помощью роторного испарителя уменьшается объем до 5-10 мл в вакууме при температуре 40°C. Если объем случайно сократился менее чем на 5 мл, гидролизат должен быть сброшен, а анализ необходимо повторить. 

Значение рН корректируется до 2,2 раствором гидроксила натрия и осуществляются действия, как описано в подпункте 6.5.3.4. 

6.5.3.3.2. Для всех остальных аминокислотных анализаторов кислоты 

Гидролизаты, полученные в соответствии с подпунктом 6.5.3.2.3 или 6.5.3.2.4, частично нейтрализуются путем осторожного добавления при перемешивании 17 мл раствора гидроксида натрия, убедившись, что температура остается ниже 40°C. 

Значение рН корректируется до 2,2 при комнатной температуре с использованием раствора гидроксида натрия в соответствии с положениями подпункта 6.3.17, а, в конце – раствора гидроксида натрия, согласно положениям подпункта 6.3.18. Затем переходят к положениям подпункта 6.5.3.4. 

6.5.3.4. Раствор образца для хроматографии 

Количественный гидролизат с откорректированным рН перемещается, в соответствии с положениями подпункта 6.5.3.3.1 или 6.5.3.3.2, с буферным цитратом в мерную колбу на 200 мл и доводится до метки буферным раствором. 

При неиспользовании внутреннего стандарта добавляют 2 мл внутреннего стандарта и доводят до метки цитратом буферного раствора. Тщательно перемешивается. 

Переходят к этапу хроматографии, как описано в подпункте 6.5. 

Если отобранные образцы не рассматриваются в тот же день, они хранятся при температуре ниже 5°С. 

6.5.4. Хроматография 

Перед хроматографией приводится экстракт, описанный в подпункте 6.5.2, или гидролизат, указанный в подпункте 6.5.3.4, при комнатной температуре. Смесь встряхивается и фильтруется необходимое количество через мембранный фильтр с отверстиями 0,22 мм. Полученный прозрачный раствор подлежит ионообменной хроматографии с использованием аминокислотного анализатора. 

Вливание осуществляется вручную или автоматически. Важно, чтобы такое же количество раствора ±0,5%, добавленное в столбик для анализа стандартов и образцов, кроме случаев, когда используется в качестве внутреннего стандарта, и соотношение натрия и аминокислоты в стандартном растворе и образце должно быть приблизительно схожим. 

В целом частота маневра калибровки зависит от стабильности реагента нингидрина и аналитической системы. 

Стандартный образец или отобранную пробу разбавляют цитратным буферным раствором для создания пространства в конечной части для стандартного раствора в пределах 30-200% от пространства конечной части аминокислотного образца. 

Хроматография аминокислот будет слегка меняться в зависимости от типа анализатора и используемой смолы. Выбранная система должна быть в состоянии отделить аминокислоты друг от друга и от материалов, содержащих нингидрин. Во время операции хроматографическая система порождает линейный ответ на изменения в количестве аминокислот, добавленных к столбику. 

Во время хроматографической фазы применяются: отчеты, соответствующие минимальной точке высоты: конечной части, указанной ниже, при рассмотрении эквимолярного раствора (анализ аминокислот). Эквимолярный раствор должен содержать не менее 30% от максимального количества аминокислот и может быть точно измерен аминокислотным системным анализатором. 

Для разделения серин-треонина в случае сопоставимости двух аминокислот отчет минимальной точки/наконечника соответствующих аминокислот на хроматограмме не должен превышать 2:10. 

Если определяется только цист(е)ин, метионин, треонин и лизин, недостаточное разделение соседних конечных точек отрицательно скажется на определении. 

Для всех остальных аминокислот разделение должно быть лучше чем 1:10. 

Система должна гарантировать, что лизин отделен от “лизин артефактов” и орнитина. 

6.6. Расчет результатов 

Площадь конечной части стандартного образца и отобранной пробы измеряется для каждой аминокислоты отдельно, а величина (X) измеряется в г аминокислот на кг образца. 

 

X = A × c × M × V/B × m × 1000,

 

При использовании внутреннего стандарта умножить на D/C. 

A = площадь наконечника, гидролизат или экстракт; 

B = площадь наконечника, стандартный калибровочный раствор; 

C = площадь наконечника, внутренний стандарт, гидролизат или экстракт; 

D = площадь наконечника, внутренний стандарт, стандартный калибровочный раствор; 

M = молярная масса установленной аминокислоты; 

с = концентрация стандарта ммоль/мл; 

m = вес образца (г) (исправлен для получения первоначального веса, если продукт сухой или обезжирен); 

V = общий гидролизат в мл, согласно положениям, указанным в подпункте 6.5.3.4, или объем общего разбавления, подсчитанного для извлечения, в миллилитрах, в соответствии с положениями, указанными в подпункте 6.6.1. 

Цистин и цистеин определяются как цистеиновая кислота в гидролизате окисленного образца, но рассчитываются как цистин (C6H12N2O4S2, M 240,30 г/моль) с помощью M 120,15 г/моль (= 0,5 × 240,30 г/моль). 

Метионин определяется как метионин-сульфон в гидролизатах окисленного образца, но рассчитывается с использованием M как метионин: 149,21 г/моль. 

Добавленный свободный метионин определяется после извлечения как метионин для расчетов с использованием того же М. 

6.6.1. Общий разбавленный экстракт (F) для определения свободных аминокислот в соответствии с положениями подпункта 6.5.2 определяется следующим образом: 

 

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

 

где: 

V = объем конечного экстракта. 

6.7. Комментарии 

6.7.1. Из-за различия аминокислотных анализаторов конечные концентрации калибровочного раствора для стандартных аминокислот, указанных в подпунктах 6.3.27.4 и 6.3.27.5, и для гидролизата, описанного в подпункте 6.5.3.4, считаются показательными. 

Линейный диапазон реакции устройства должен быть проверен для всех аминокислот. 

Стандартный раствор разбавляют цитратным буферным раствором для получения пика наконечников, расположенных в середине диапазона. 

6.7.2. Если для анализа гидролизатов будет использоваться оборудование с высокоэффективной жидкостной хроматографии, экспериментальные условия должны быть оптимизированы в соответствии с рекомендациями производителя. 

6.7.3. В процессе применениия метода к кормам, содержащим более 1% хлорида (концентрат, минеральные корма, дополнительные корма), может появиться недооценка метионина, который требует специальной обработки. 

 

VII. ОПРЕДЕЛЕНИЕ ТРИПТОФАНА 

7.1. Цель и область применения 

Метод разрешает определение в кормах общего и свободного триптофана. Он не делает различия между типами D и L. 

7.2. Принцип применения 

Для определения общего триптофана образец подвергают гидролизу в щелочной среде с насыщенным раствором гидроксида бария и нагревают до 110°C в течение 20 часов. После гидролиза добавляют внутренний стандарт. 

Для определения свободного триптофана проба экстрагируется в слабокислой среде в присутствии внутреннего стандарта. 

Триптофан и внутренний стандарт из гидролизата или экстракта определяются с помощью ВЭЖХ выявлением флуоресцентным методом. 

7.3. Применяемые реагенты 

7.3.1. Используется дважды дистиллированная или эквивалентного качества вода (проводимостью < 10 μS/ см). 

7.3.2. Стандартное вещество: триптофан (чистота/содержание ≥ 99%) сушат в вакууме с использоваием пятиокиси фосфора. 

7.3.3. Внутренний стандарт вещества: α-метил-триптофан (чистота/содержание ≥ 99%) сушат в вакууме с использованием пятиокиси фосфора. 

7.3.4. Октагидрат гидроксида бария (избегают чрезмерного воздействия воздуха Ba(OH)2 × 8 H2O, во избежание образования BaCO3, который может помешать определению) (см. указание подпункта 7.8.3). 

7.3.5. Гидроксид натрия. 

7.3.6. Ортофосфорная кислота, г (г/г) = 85%. 

7.3.7. Соляная кислота, ρ20 1,19 г/мл. 

7.3.8. Метанол ВЭЖХ качества. 

7.3.9. Петролийный эфир, отрезок кипения 40-60°C. 

7.3.10. Раствор гидроксида натрия, с = 1 моль/л: 

Растворяется 40 г NaOH в воде и доводится до одного литра воды, как описано в подпункте 7.3.1. 

7.3.11. Соляная кислота, с = 6 моль/л: 

Берется 492 мл HCl, указанной в подпункте 7.3.7, и дополняется до одного литра воды. 

7.3.12. Соляная кислота, с = 1 моль/л. 

Берется 82 мл HCl, указанной в подпункте 7.3.7, и дополняется до одного литра воды. 

7.3.13. Соляная кислота, с = 0,1 моль/л. 

Берется 8,2 мл HCl, указанной в пункте 7.3.7, и дополняется до одного литра воды. 

7.3.14. Ортофосфорная кислота, с = 0,5 моль/л. 

Берется 34 мл ортофосфорной кислоты, указанной в подпункте 7.3.6, и дополняется до одного литра воды согласно описанию в подпункте 7.3.1. 

7.3.15. Концентрированный раствор триптофана, указанный в подпункте 1.3.2, с = 2,50 ммоль/мл 

в мерной колбе 500 мл растворяется 0,2553 г триптофана (см. упоминание из подпункта 1.3.2) в соляной кислоте, описанной в подпункте 7.3.13, и дополняется до метки соляной кислотой (см. указание в подпункте 3.7.13). Хранится при – 18°C в течение 4 недель. 

7.3.16. Концентрированный раствор внутреннего стандарта, с = 2,50 ммоль/мл: 

в мерной колбе 500 мл растворяется 0,2728 г α-метил-триптофана (см. указание в подпункте 7.3.3) в соляной кислоте, описанной в подпункте 7.3.13, и дополняется до метки соляной кислотой (см. указание в подпункте 3.7.13). Хранится при – 18°C в течение 4 недель. 

7.3.17. Калибровка стандартного раствора триптофана и внутреннего стандарта 

Отбирают 2 мл из концентрированного раствора триптофана, описанного в подпункте 7.3.15, и 2 мл концентрированного внутреннего стандарта (α-метил-триптофан), указанного в подпункте 1.3.16. Разбавляют водой, как описано в подпункте 7.3,1, и метанолом (см. указание в подпункте 7.3.8) до достижения примерно равного объема и примерно той же концентрации метанола (10-30%), как и окончательный гидролизат. 

Этот раствор должен быть свежеприготовленным для каждого использования. 

Во время приготовления защищается от прямых солнечных лучей. 

7.3.18. Уксусная кислота. 

7.3.19. 1,1,1-трихлор-2-метил-2-пропанол. 

7.3.20. Этаноламин г (г/г) > 98%. 

7.3.21. 1 г раствора 1,1,1-трихлор-2-метил-2-пропанола в 100 мл метанола. 

7.3.22. Подвижная фаза для высокоэффективной жидкостной хроматографии: 3 г уксусной кислоты + 900 мл воды, как описано в подпункте 1.3.1, + 50 мл (см. указание в подпункте 1.3.21) раствора 1,1,1-трихлор-2-метил-2-пропанола в метанол (1 г/100 мл). Значение рН корректируется до значения 5 с помощью этаноламина, указанного в подпункте 7.3.20. Дополняется до 1000 мл водой, как описано в подпункте 7.3.1. 

7.4. Измерительные приборы 

7.4.1. Оборудование высокоэффективной жидкостной хроматографии со спектрофлуорометрическим детектором. 

7.4.2. Жидкая хроматографическая колонка, 125 мм × 4 мм, C18, частицы 3 μm или эквивалентные частицы. 

7.4.3. рН-метр. 

7.4.4. Полипропиленовый сосуд вместимостью 125 мл с широким горлышком и завинчивающейся крышкой. 

7.4.5. Мембранный фильтр, 0,45 мм. 

7.4.6. Автоклав, 110 (± 2)°C, 1,4 (± 0,1) бар. 

7.4.7. Механическая или магнитная мешалка. 

7.4.8. Миксер Вортекс. 

7.5. Процедура подготовки 
7.5.1. Подготовка образцов 

Образец перемешивается так, чтобы он мог проходить через решето с 0,5 мм ячейками. Перед измельчением образцы с высоким содержанием влаги должны высушиваться на воздухе при температуре не выше 50°С и лиофилизированы. 

Перед измельчением образцы с высоким содержанием жиров экстрагируются петролийным эфиром, как описано в подпункте 7.3.9. 

7.5.2. Определение свободного триптофана (извлечение) 

Взвешивается с точностью до 1 мг соответствующее количество (1-5 г) подготовленной пробы, как описано в подпункте 7.5.1, в колбе Эрленмейера. Добавляется 100 мл соляной кислоты (см. указание согласно подпункту 7.3.13) и 5 мл концентрированного внутреннего стандарта. Встряхивается или перемешивается в течение 60 минут с помощью механической или магнитной мешалки. Оставляется для оседания осадка и капается 10 мл супернатантного вещества в лабораторный стакан. Добавляется 5 мл ортофосфорной кислоты. Подгоняется рН до значения 3 с помощью гидроксила натрия. Добавляется достаточное количество метанола с получением концентрации метанола в конечном объеме 10-30%. Помещается в мерную колбу соответствующего объема и разбавляется водой до объема, необходимого для хроматографии (примерно такой же объем, как калибровочный стандарт раствора, как описано в подпункте 7.3.17). 

Фильтруются несколько мл раствора через мембранный фильтр с отверстиями 0,45 мм до введения в колонку высокоэффективной жидкостной хроматографии. После чего осуществляется этап хроматографии, как описано в подпункте 7.5.4. 

Стандартный раствор и экстракты должны быть защищены от прямых солнечных лучей. Если анализ экстрактов не представляется возможным в тот же день, они могут храниться при 5°C не более 3 дней. 

7.5.3. Определение общего содержания триптофана (гидролизат) 

Взвешивается с точностью 0,2 мг от 0,1 до 1 г подготовленной пробы в соответствии с положениями подпункта 7.5.1 в полипропиленовой емкости (см. указание из подпункта 7.4.4). Взвешенная порция образца имеет содержание азота около 10 мг. Добавляются 8,4 г гидроксида бария окта и 10 мл воды. Смешивается миксером Вортекс или магнитной мешалкой. Магнит с тифлоновым покрытием остается в смеси. Промываются стенки сосуда с 4 мл воды. Вставляется защитный колпачок и колба закрывается негерметично. Помещается в автоклав (см. указание из подпункта 7.4.6) с кипящей водой и подвергается водяному пару в течение 30-60 минут. Закрывается автоклав и стерилизуется путем автоклавирования до 110 (±2)°С в течение 20 часов. 

Перед открытием автоклава уменьшается температура до значения чуть ниже 100°C. Для того, чтобы избежать кристаллизации Ba (OH)2 8H2O, добавляют в горячую смесь 30 мл воды при комнатной температуре. Встряхивают или осторожно перемешивают. Добавляют 2 мл концентрированного внутреннего стандарта (α-метил-триптофан), как указано в подпункте 7.3.16. Сосуды охлаждают в ванне воды/льда в течение 15 минут. 

Затем добавляют 5 мл ортофосфорной кислоты. Выдерживают колбу в охлаждающей ванне и нейтрализуют HCl (см. указание согласно подпункту 7.3.11), непрерывно перемешивая, а затем подгоняют рН к 3 с помощью HCl согласно положениям подпункта 7.3.12. Добавляют достаточное количество метанола с получением концентрации метанола в конечном объеме 10-30%. Перемешивают в мерной колбе соответствующего объема и разбавляют водой до определенного объема, необходимого для хроматографии (например, 100 мл). Добавление метанола не вызывает осадка. 

Фильтруются несколько мл раствора через мембранный фильтр с отверстиями 0,45 мм до введения в колонку высокоэффективной жидкостной хроматографии. После этого проводится хроматография, как описано в подпункте 7.5.4. 

Стандартный раствор и экстракты должны быть защищены от прямых солнечных лучей. Если анализ экстрактов не представляется возможным в тот же день, они могут храниться при 5°C не более 3 дней. 

7.5.4. Определение с помощью ВЭЖХ 

Указанные ниже условия изократного элюирования даны для руководства, могут применяться другие условия, если они приводят к эквивалентным результатам (см. также указания подпунктов 7.8.1 и 7.8.2), как показано в таблице 1. 

 

	Таблица 1 

 

Условия для получения изократного элюирования

 

	Измерительная техника
	Указанные значения

	Жидкая хроматографическая колонка, как указано в пункте 7.4.2
	125 мм × 4 мм, C18, частицы 3 мм или эквивалент

	Температура колонки
	Комнатная температура

	Подвижная фаза (см. упоминание в подпункте 7.3.22)
	3 г уксусной кислоты (7.3.18) + 900 мл воды (7.3.1) + 50 мл раствора (7.3.21), 1,1,1-трихлор- 2-метил-2-пропанол в метаноле (1 г/100 мл). Подгоняется рН до значения 5, с использованием этаноламина. Дополняется до 1000 мл водой, как описано в подпункте 7.3.1

	Скорость потока
	1 мл/мин

	Общая продолжительность
	Около 34 минут

	Длина волны распознавания
	Раздражение: 280 нм, эмиссия: 356 нм

	Инъекционный объем
	20 μl


 

7.6. Расчет результатов 

Вычисляется количество триптофана (X) в г на 100 г образца. 

 

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

 

где: 

A = площадь наконечника внутреннего стандарта, раствор стандартной калибровки (см. указание в подпункте 3.7.17); 

B = поверхность наконечника для триптофана, экстракт в соответствии с положениями подпункта 7.5.2 или гидролизат согласно положениям подпункта 7.5.3; 

V1 = объем в мл (2 мл) концентрированного раствора триптофана, добавленного в калибровочный раствор (см. указания из подпункта 7.3.17); 

с = концентрация в моль/мл (= 2.50) концентрированного раствора триптофана, добавленного в калибровочный раствор; 

V2 = объем в мл внутреннего стандартного образца, добавленного в экстракт в соответствии с положениями подпункта 7.5.2 (= 5 мл) или в гидролизат в соответствии с положениями подпункта 7.5.3 (= 2 мл); 

C = площадь внутреннего стандартного наконечника, экстракт в соответствии с положениями подпункта 7.5.2 или гидролизат, согласно положениям подпункта 7.5.3; 

D = площадь наконечника для триптофана, калибровочного стандартного раствора (см. указание из подпункта 3.7.17); 

V3 = объем в мл (= 2 мл) концентрированного раствора внутреннего стандарта, добавленного в стандартный калибровочный раствор (см. указание в подпункте 7.3.17); 

m = вес образца в граммах (исправленный для получения первоначального веса, если продукт высушивают и/или обезжиривают); 

M = молярная масса триптофана (= 204,23 г/моль). 

7.7. Повторяемость 

Разница между результатами двух параллельных измерений, выполняемых на том же образце, не должна превышать 10% от наибольшего результата. 

7.8. Комментарии 

7.8.1. Соблюдение следующих специальных условий хроматографии, в соответствии с таблицей 2, может привести к лучшему разделению α-метил-триптофана от триптофана. 

Изократное градиентное элюирование применяется для очистки колонны. 

 

	Таблица 2 

 

Специальные условия для хроматографии

 

	Измерительная техника
	Указанные значения

	Жидкая хроматографическая колонка
	125 мм × 4 мм, C18, 5 мм или эквивалент частиц

	Температура колонки
	32°C

	Подвижная фаза:
	0,01 моль/л KH2PO4/метаном, 95 + 5 (V + V). 
В: метанол

	Режим градиента
	0 минут 
	100% A 
	0% B 

	
	15 минут 
	100% A 
	0% B 

	
	17 минут 
	60% A 
	40% B 

	
	19 минут 
	60% A 
	40% B 

	
	21 минут 
	100% A 
	0% B 

	
	33 минут 
	100% A 
	0% B

	Скорость потока:
	1,2 мл/мин

	Общая продолжительность
	около 33 минут


 

7.8.2. Хроматография варьирует в зависимости от типа ВЭЖХ и материала, используемого для заполнения столбца. Выбранная система должна быть способна создать соответствующее исходное разделение между триптофаном и внутренним стандартом. Кроме того, важно, чтобы продукты распада хорошо отделялись от триптофана и внутреннего стандарта. Осуществляется проба действия гидролизованного образца без внутреннего стандарта для проверки наличия примесей в исходной точке соответствующего внутреннего стандарта. Важно, чтобы продолжительность элюирования для всех поврежденных продуктов была достаточно долгой, в противном случае наличие задержки пиков элюции может помешать последующим хроматографическим операциям. 

Во время осуществления действий хроматографические системы обеспечивают линейную характеристику. Этот линейный отклик измеряется в условиях постоянной концентрации (нормальной) внутреннего стандарта и в различных концентрациях триптофана. Важно, чтобы высота пика для триптофана и внутреннего стандарта находились в пределах линейного диапазона системы ВЭЖХ/флуоресценции. Если пики для триптофана и/или внутреннего стандарта слишком низки или слишком высоки, анализ повторяется с выборками другого размера и/или измененного конечного объема 

7.8.3. Гидроксид бария 

Со временем гидроксид бария становится все труднее растворить. Это ведет к получению раствора, лишенного прозрачности для определения ВЭЖХ, что может привести к неудовлетворительным результатам для триптофана. 

 

VIII. ОПРЕДЕЛЕНИЕ НЕОЧИЩЕННЫХ МАСЕЛ И ЖИРОВ 

8.1. Цель и область применения 

Данный метод предназначен для определения в кормах содержания необработанных масел и жиров. Не применяется для анализа семян и плодов масличных культур. 

Использование процедур, описанных в подпунктах 8.1.1 и 8.1.2, зависит от характера и состава корма и повода осуществления анализа. 

8.1.1. Процедура A – необработанные масла и жиры, которые могут быть непосредственно извлечены 

Этот метод применим к кормовому сырью растительного происхождения, за исключением случаев, описанных в подпункте 8.1.2. 

8.1.2. Процедура B – общее количество необработанных масел и жиров 

Этот метод применим к кормовому сырью животного происхождения и всем комбикормам. Он должен использоваться для всех материалов, из которых масла и жиры не могут быть полностью экстрагированы без предварительного гидролиза (например, глютен, дрожжи, картофельный белок и продукция, подлежащая таким процессам, как экструзия, превращение в хлопья и нагревание). 

8.1.3. Интерпретация результатов 

Во всех случаях, когда получен более высокий результат при помощи процедуры, указанной в подпункте 8.1.2, по сравнению с результатом, полученным путем использования процедуры, указанной в подпункте 8.1.1. Результат, полученный в результате процедуры, описанной в пункте 8.1.2, принимается как реальная стоимость. 

8.2. Принцип применения 

8.2.1. Процедура A 

Образец извлекают петролийным эфиром. Растворитель отделяют путем дистилляции, а остаток высушивают и взвешивают. 

8.2.2. Процедура B 

Образец обрабатывают горячей соляной кислотой. Смесь охлаждают и фильтруют. Остаток промывают и сушат с последующим определением в соответствии с процедурой А. 

8.3. Применяемые реагенты 

8.3.1. Петролийный эфир, промежуток кипения: 40-60°C. Показатель брома должен быть менее 1, а остаток после испарения ниже 2 мг на 100 мл. 

8.3.2. Сульфат натрия безводный. 

8.3.3. Соляная кислота, с = 3 моль/л 

8.3.4. Средства для фильтрации, такие как Кизельгур, Hyflo-supercel. 

8.4. Измерительные приборы 

8.4.1. Аппарат для экстрагирования. Если оснащен сифоном (аппарат Soxhlet), рефлюкс скорости должен обеспечить производительность около 10 циклов в час, если тип устройства не имеет сифонной трубки, рефлюкс скорости составляет около 10 мл в минуту. 

8.4.2. Картридж для экстрагирования, лишенный растворимого содержания в петролийном эфире и с соответствующей пористостью к требованиям, установленным в подпункте 8.4.1. 

8.4.3. Печь для сушки с отрегулированным вакуумом до 75±3°C или с отрегулированным воздухом до 100±3°C. 

8.5. Процедура применения 

8.5.1. Процедура A (см. спецификацию в подпункте 8.8.1) 

Взвешивается 5 г образца с точностью до 1 мг, перемещается в картуш для экстрагирования и прикрывается обезжиренной ватой. 

Картридж помещают в экстрактор и экстрагируют в течение шести часов с петролийным эфиром. Экстракт петролийного эфира собирается в сухой и взвешенный сосуд, содержащий фрагменты пемзы. 

Если масла или жиры должны подвергаться в дальнейшем тестам на качество, фрагменты пемзы заменяются стеклянными бусами. 

Растворитель отделяют методом дистилляции. Осадок сушится с выдерживанием колбы в течение полутора часов в печи для сушки. Оставляется для остывания в десикаторе и взвешивается. Сушится снова в течение 30 минут для того, чтобы вес масел и жиров оставался постоянным (потеря в весе между двумя последовательными взвешиваниями должна быть меньше или равна 1 мг). 

8.5.2. Процедура B 

Взвешивают 2,5 г образца с точностью до 1 мг (см. указание из подпункта 8.8.2), помещают в 400-миллилитровый лабораторный стакан или 300-миллилитровую колбу Эрленмейера и добавляют 100 мл соляной кислоты и фрагменты пемзы. Накрывают лабораторный стакан часовым стеклом или подключают циркулирующий конденсатор к колбе Эрленмейера. Смесь доводится до легкого кипения на слабом огне или на плите и поддерживается в таком состоянии в течение одного часа. Необходимо препятствовать прилипанию продукта к боковым частям сосуда. 

Охлаждается и добавляется достаточное количество фильтрующего материала, чтобы избежать потери масла и жира во время фильтрации. Фильтрация производится через двойной бумажный фильтр, смоченный и обезжиренный. Остаток промывается в холодной воде до получения нейтрального фильтрата. Фильтрат проверяется, чтобы в нем не содержались масла и жиры. 

Их наличие указывает на то, что образец должен быть извлечен с петролийным эфиром, с использованием процедуры A перед гидролизом. 

Вставляется двойной бумажный фильтр, содержащий остатки, на часовое стекло и высушивается в течение полутора часов в печи при 100±3°C. 

Вставляется двойной бумажный фильтр, содержащий высушенные остатки, в картридж и прикрывается обезжиренной ватой. Картридж помещается в экстрактор, и выполняются действия, как указано в подпункте 8.5.1. 

8.6. Выражение результата 

Масса остатка выражается в процентах от образца. 

8.7. Повторяемость 

Разница между результатами двух параллельных измерений, выполняемых на том же образце тем же лаборантом, не должна превышать: 

а) 0,2% в абсолютном значении на содержание необработанных масел и жиров менее 5%; 

b) 4% по отношению к более высоким результатам на содержание в пределах от 5 до 10%; 

c) 0,4% в абсолютном значении на содержание, превышающее 10%. 

8.8. Комментарии 

8.8.1. Для продуктов с высоким содержанием масел и жиров, которые трудно перемолоть или являются несвойственными для отбора проб для анализа однородно уменьшенного образца, выполняются изложенные ниже действия. 

Взвешивают 20 г образца с точностью до 1 мг и смешивают с количеством 10 г или более безводного сульфата натрия. Экстрагируют петролийным эфиром, как описано в подпункте 8.5.1. Полученный экстракт доводится до 500 мл петролийным эфиром и смешивается. Берут 50 мл раствора и помещают в небольшую колбу, высушенную и взвешенную, содержащую фрагменты пемзы. Устраняют растворитель дистиллированным методом, сушат и осуществляют действия, как это указано в подпункте 8.5.1. 

Выводится растворитель из экстракционного остатка, оставшегося в картридже, измельчается остаток до 1 мм, повторно вводится в картридж для экстрагирования (не добавляют сульфат натрия) и выполняют действия, как указано в подпункте 8.5.1. 

Состав масел и жиров рассчитывается как процент от образца по следующей формуле: 

 

(10 m1 + m2) × 5,

 

где: 

m1 = вес в граммах остатка после первой экстракции (дробная часть экстракта); 

m2 = вес в граммах остатка после второй экстракции. 

8.8.2. Для продуктов с низким содержанием масел и жиров масса образца может быть увеличена до 5 г. 

8.8.3. Допускается, чтобы до гидролиза и экстракции корм для домашних животных с высоким содержанием воды смешивался с безводным сульфатом натрия согласно процедуре B, описанной в подпункте 8.5.2. 

8.8.4. В подпункте 8.5.2 может быть более эффективным использование горячей воды вместо холодной для смывания остатков после фильтрации. 

8.8.5. Допускается, чтобы время высыхания продолжительностью полтора часа могло быть при необходимости увеличено для некоторых кормов. Чрезмерной сушки избегают, поскольку это может привести к плохим результатам. Можно также использовать микроволновую печь. 

8.8.6. Предварительная экстракция согласно процедуре A, описанной в подпункте 8.5.1, до гидролиза и предварительной экстракции процедурой B, указанной в подпункте 8.5.2, рекомендуется, если содержание необработанных масел/жиров превышает 15%. В определенной степени это зависит от природы и характера масел/жиров из корма. 

 

IX. ОПРЕДЕЛЕНИЕ СЫРОЙ КЛЕТЧАТКИ 

9.1. Цель и область применения 

Этот метод позволяет определять обезжиренные органические вещества в корме, которые не растворяются в кислой и щелочной среде и обычно описываются как сырая клетчатка. 

9.2. Принцип применения 

Обезжиренный образец обрабатывают последовательно растворами серной кислоты и едкого калия определенной концентрации в состоянии кипения. Осадок отделяют путем фильтрации через промытый, высушенный, взвешенный и прокаленный синтезированный стеклянный фильтр при температуре в пределах от 475 до 500°C. Потеря веса в результате кальцинирования соответствует сырой клетчатке из контрольного образца. 

9.3. Применяемые реагенты 

9.3.1. Серная кислота, с = 0,13 моль/л. 

9.3.2. Противопенный агент (например, n-октанол). 

9.3.3. Средство для фильтрации (целит 545 или эквивалент) нагревают до 500°C в течение четырех часов, как указано в подпункте 9.8.6. 

9.3.4. Ацетон. 

9.3.5. Петролийный эфир кипения с промежутком кипения от 40 до 60°C. 

9.3.6. Соляная кислота, с = 0,5 моль/л. 

9.3.7. Раствор гидроокиси калия, с = 0,23 моль/л. 

9.4. Измерительные приборы 

9.4.1. Нагревательный прибор для растворения серной кислоты и раствора гидроксида калия, оснащенный подставкой для фильтрующего тигля (см. указание из подпункта 9.4.2) и выходной трубкой с крышкой на выходном отверстии для жидкости и создания вакуума и возможно с кондиционированным воздухом. Перед ежедневным использованием устройство разогревается в воде, находящейся в состоянии кипения, в течение 5 минут. 

9.4.2. Стеклянный фильтрующий тигель с искусственной подсоединенной стеклянной фильтрующей пластинкой с порами 40-90 μm. Перед первым использованием нагревается при 500°С в течение нескольких минут, а затем охлаждается согласно указаниям подпункта 9.8.6. 

9.4.3. Цилиндр не менее 270 мл с обратным конденсатором, который может быть подвергнут кипячению. 

9.4.4. Сушильный шкаф с термостатом. 

9.4.5. Муфельная печь с термостатом. 

9.4.6. Устройство для экстракции, состоящее из поддерживающей пластины для фильтрующего тигля, как описано в подпункте 9.4.2, и выхлопной трубы, оснащенной пробкой в отверстии для создания вакуума и выхода жидкостей. 

9.4.7. Подключенные кольца, используемые для соединения нагревательного прибора, тигля и цилиндра, а также для подключения устройства холодного отжима к тиглю. 

9.5. Процедура подготовки 

Взвешивают 1 г подготовленного образца с точностью до 1 мг, помещают в тигель (см. примечания, приведенные в подпунктах 9.8.1, 9.8.2 и 9.8.3), и добавляют 1 г фильтрованного адъюванта. 

Монтируются нагревательный прибор и фильтрующий тигель, затем прикрепляется цилиндр к тиглю. Разливается 150 мл серной кислоты, находящейся в состоянии кипячения, целиком в цилиндр и тигель и при необходимости добавляется несколько капель противопенного агента. 

Жидкость доводят до кипения в течение 5 ± 2 минут и сильно кипятят ровно 30 минут. 

Открывают крышку выхлопной трубы, указанной в подпункте 9.4.1, и в условиях вакуума фильтруют через стеклянный фильтрующий тигель серную кислоту, затем смывают остатки трех последовательных частей 30 мл водой, находящейся в состоянии кипения, удостоверяясь в том, что остаток фильтруется сухим после каждого промывания. 

Выходное отверстие закрывают пробкой и заливают 150 мл гидроксида калия, находящегося в состоянии кипения, целиком в цилиндр и тигель, затем добавляют несколько капель противопенного агента. Жидкость доводят до кипения в течение 5±2 минут и сильно кипятят ровно 30 минут. Фильтруют и повторяют процедуру промывки, используемую в стадии с серной кислотой. 

После окончательной промывки и сушки отключается тигель вместе с его содержимым и снова присоединяется к устройству по экстракции с холодным блоком. Создается вакуум, а остаток промывают в тигеле тремя последовательными частями 25 мл ацетона, удостоверяясь, что остаток фильтруется в сухом состоянии после каждого промывания. 

Тигель сушится в духовке при температуре 130°С до достижения постоянного веса. После каждой сушки охлаждают в десикаторе и быстро взвешивают. Помещают тигель в муфельную печь и прокаливают до достижения постоянной массы (потеря веса между двумя последовательными взвешиваниями должна быть меньше или равна 2 мг) при температуре в пределах между 475 и 500°C не менее 30 минут. 

После каждого нагревания перед взвешиванием охлаждается в печи, а затем в эксикаторе. 

Осуществляется контрольное испытание без образца. Потеря веса в результате прокаливания не должна превышать 4 мг. 

9.6. Расчет результатов 

Содержание сырой клетчатки в процентах от образца определяется по формуле: 

 

X = (m0 – m1) × 100/m,

 

где: 

m = вес образца, в г; 

m0 = потеря веса после прокаливания при определении, в г; 

m1 = потеря веса после прокаливания при контрольном тесте, в г. 

9.7. Повторяемость 

Разница между результатами двух параллельных измерений, выполняемых на том же образце, не должна превышать: 

а) 0,6% в абсолютном значении – на содержание менее 10% необработанной сырой клетчатки; 

b) 6% по отношению к более высоким результатам – на содержание сырой клетчатки, равное или превышающее 10%. 

9.8. Комментарии 

9.8.1. Корма, содержащие более 10% необработанных жиров, должны быть обезжирены до того, как они будут подвергнуты анализу петролийным эфиром. Фильтрующий тигель (см. примечания из подпункта 9.4.2) и его содержимое подключаются к устройству по холодному экстрагированию в соответствии с положениями подпункта 9.4.6 и создается вакуум, затем смываются остатки трех последовательных частей 30 мл петролийного эфира, убедившись в том, что остаток сухой. Тигель и его содержимое подключаются к нагревательному прибору и продолжают действия, как описано в пункте 9.5. 

9.8.2. Корма, содержащие жиры, которые не могут быть извлечены непосредственно с петролийным эфиром, должны быть обезжирены, как описано в пункте 9.8.1, и обезжирены еще раз после кипячения с кислотой. После кипячения с кислотой и последующей промывки тигель и его содержимое подключаются к устройству по холодному экстрагированию, а затем три раза промывают 30 мл ацетона, после чего промывают еще три раза с 30 мл частями петролийного эфира. Фильтруют в вакууме до полного высыхания, а анализ продолжается, как описано в разделе 9.5, начиная с обработки гидроксида калия. 

9.8.3. Если корм содержит более 5% карбоната, выраженного как карбонат кальция, подключается тигель со взвешенным образцом на нагревательный прибор. Образец трижды промывают 30 мл соляной кислоты. После каждого добавления образец оставляют оседать в течение 1 минуты перед фильтрацией. 

Промывают один раз 30 мл воды, затем продолжают действия, как описано в пункте 9.5. 

9.8.4. При использовании оборудования в виде подставки (ряд тиглей подключен к нагревательному прибору) не проводится два отдельных определения по той же анализируемой пробе в той же серии. 

9.8.5. Если после кипячения трудно фильтровать кислый и щелочной раствор, используется сжатый воздух, который вводится через выхлопную трубу нагревательного прибора, а затем продолжается фильтрация. 

9.8.6. Температура прокаливания не превышает 500°C, чтобы продлить время использования стеклянного фильтрующего тигля. Следует проявлять осторожность, чтобы избежать чрезмерного теплового нагрева в течение циклов нагрева и охлаждения. 

 

X. ОПРЕДЕЛЕНИЕ САХАРА 

10.1. Цель и область применения 

Этот метод позволяет определить количество восстанавливающих и общих сахаров после инверсии, выраженных как глюкоза, или, где это применимо, как сахароза, путем превращения с коэффициентом 0.95. Он применим к комбикормам. Для других видов кормов существуют специфические методы. Если необходимо, лактоза определяется отдельно и принимается во внимание при расчете результатов. 

10.2. Принцип применения 

Сахара извлекаются в разбавленном этаноле, раствор отстаивается раствором Carrez I и II. После удаления этанола количество до и после инверсии определяется методом Luff-Schoorl. 

10.3. Применяемые реагенты 

10.3.1. Раствор этанола с 40%-ной концентрацией (объем/объем): 0,948 г/мл при 20°С, нейтрализуют фенолфталеином. 

10.3.2. Раствор Carrez I: растворяют 21,9 г ацетата цинка Zn (CH3COO) 2 2H2O и 3 г ледяной уксусной кислоты в воде. Заполняют водой до 100 мл. 

10.3.3. Раствор Carrez II: растворяют 10,6 г калия ферроцианида, K4Fe (CN) 6 3H2O в воде. Заполняют водой до 100 мл. 

10.3.4. Метилоранж, раствор 0,1% (вес/объем). 

10.3.5. Соляная кислота, 4 моль/л. 

10.3.6. Соляная кислота, 0,1 моль/л. 

10.3.7. Раствор гидроксида натрия, 0,1 моль/л. 

10.3.8. Реактив Luff-Schoorl. 

Тщательно перемешивая, заливают раствор лимонной кислоты (см. примечания из подпункта 10.3.8.2) в раствор карбоната натрия, описанный в подпункте 10.3.8.3. Добавляют раствор сульфата меди согласно описаниям из подпункта 10.3.8.1 и дополняют до 1 литра водой. Отцеживается в течение ночи и фильтруется. 

Проверяется концентрация получаемого реагента (Cu 0,05 моль/л; Na2CO3 1 моль/л), рН раствора составляет примерно 9,4. 

10.3.8.1. Раствор медного купороса: растворяют 25 г медного купороса, CuSO4 5H2O, не содержащего железо, в 100 мл воды. 

10.3.8.2. Раствор лимонной кислоты: разводят 50 г лимонной кислоты (C6H8O7 x H2O) в 50 мл воды. 

10.3.8.3. Раствор карбоната натрия: растворяют 143,8 г безводного карбоната натрия в 300 мл горячей воды. Оставляют остыть. 

10.3.9. Раствор натрия тиосульфата, 0,1 моль/л. 

10.3.10. Раствор крахмала: добавляют смесь из 5 г растворимого крахмала с 30 мл воды на один литр кипящей воды. Отваривают в течение 3 минут, оставляют остыть и, если необходимо, добавляют 10 мг ртутного йода в качестве консерванта. 

10.3.11. Серная кислота, 3 моль/л. 

10.3.12. Раствор калия йодида, 30% (вес/объем). 

10.3.13. Гранулы пемзы, кипяченные в соляной кислоте, промытые водой и высушенные. 

10.3.14. 3-метилбутан-1-ол. 

10.4. Измерительный прибор 

Миксер (шейкер): около 35-40 об/мин. 

10.5. Процедура подготовки 
10.5.1. Экстракция образца 

Взвешивают 2,5 г образца с точностью до 1 мг и вводят в 250-миллилитровую мерную колбу. Добавляют 200 мл этанола и перемешивают в течение одного часа в смесителе. Добавляют 5 мл раствора Carrez I и перемешивают в течение примерно 30 секунд. Добавляют приблизительно 5 мл раствора Carrez II и снова перемешивают в течение одной минуты. Заполняют до нужного объема этанолом, гомогенизируют и фильтруют. Удаляют 200 мл фильтрата и испаряют около половины объема для удаления большей части этанола. Оставшийся остаток после испарения переносят количественно в 200-миллилитровую колбу с горячей водой, охлаждают, заполняют до нужного объема водой, гомогенизируют и при необходимости, фильтруют. Этот раствор используется для определения количества восстанавливающего сахара и после инверсии – общего сахара. 

10.5.2. Определение восстанавливающего сахара 

С помощью пипетки удаляют до 25 мл раствора, содержащего менее 60 мг восстанавливающего сахара, выраженного в глюкозе. При необходимости дополняют до 25 мл дистиллированной воды и определяют содержание восстанавливающего сахара методом Luff-Schoorl. Результат выражается в процентах глюкозы в образце. 

10.5.3. Определение общего содержания сахаров после инверсии 

С помощью пипетки отбирают 50 мл раствора и переносят в 100-миллилитровую мерную колбу. Добавляют несколько капель метилоранжа, затем, непрерывно перемешивая, осторожно добавляют соляную кислоту (см. примечания из подпункта 10.3.5), пока жидкость не получается отчетливо красной. Добавляют 15 мл соляной кислоты (см. примечание из подпункта 10.3.6), колбу погружают в кипящую водяную баню и оставляют на 30 минут. Быстро охлаждают приблизительно при 20°C и добавляют 15 мл раствора гидроксида натрия. Заполняют водой до 100 мл и гомогенизируют. Удаляют до 25 мл раствора, содержащего менее 60 мг восстанавливающего сахара, выраженного в глюкозе. При необходимости дополняют до 25 мл дистиллированной воды и определяют содержание восстанавливающего сахара методом Luff-Schoorl. Результат выражается в процентах от глюкозы или при необходимости сахарозы путем умножения на коэффициент 0,95. 

10.5.4. Титрование методом Luff-Schoorl 

С помощью пипетки отбирают 25 мл реактива Luff-Schoorl и переносят в 300 мл мерную колбу; добавляют ровно 25 мл раствора очищенного сахара. Добавляют 2 гранулы пемзы, нагревают, помешивая вручную на открытом огне средней высоты, доводя жидкость до кипения примерно за 2 минуты. Колбу Эрленмейера немедленно помещают на проволочную сетку, покрытую асбестом, с отверстиями диаметром около 6 см, под которыми горит пламя. Пламя регулируется таким образом, чтобы нагревалась только основа колбы Эрленмейера. К колбе Эрленмейера монтируют рефлюксный конденсатор. Кипятят ровно десять минут. Сразу охлаждают в холодной воде и примерно через 5 минут титруют следующим образом: 

добавляют 10 мл йодистого калия и сразу после этого (осторожно, потому что есть риск образования большого количества пены) добавляют 25 мл серной кислоты. Затем титруют раствором тиосульфата натрия до появления стертой желтой окраски, добавляя как индикатор раствор крахмала и завершая титрование. 

Такое же титрование проводится на смесь 25 мл реактива Luff-Schoorl с 25 мл воды, с точностью взвешивают после добавления 10 мл йодистого калия и 25 мл серной кислоты, не доводя до кипения. 

10.6. Расчет результатов 

С использованием данных, указанных в таблице 3, определяется количество глюкозы в мг, что соответствует разнице между двумя результатами титрования, выраженными в мг тиосульфата натрия 0,1 моль/л. Результаты выражаются в процентах от образца. 

10.7. Специальные процедуры 

10.7.1. Для корма, богатого патокой, и других кормов, которые не являются, в частности, однородными, взвешивают 20 г и помещают с 500 мл воды в 1-литровую мерную колбу. Смешивают в миксере в течение одного часа. Отстаивают с помощью раствора Carrez I и II, как это описано в подпункте 10.5.1, используя в этом случае количество, в четыре раза превышающее каждый реагент. Заполняют до объема 80% этанолом (об/об). 

Гомогенизируют и фильтруют. Выводится этанол, как описано в подпункте 10.5.1. В отсутствие декстринизованного крахмала заполняют до объема дистиллированной водой. 

10.7.2. Для патоки и исходных кормовых материалов, богатых сахаром и практически без крахмала (плод рожкового дерева, хлопья корней сухой свеклы и т.д.), взвешивают 5 г, помещают в 250 мл мерную колбу, добавляют 200 мл дистиллированной воды и смешивают в шейкере в течение одного часа или, если необходимо, дольше. Отстаивают с помощью раствора Carrez I и II, как описано в подпункте 10.5.1. Заполняют до нужного объема холодной водой, гомогенизируют и фильтруют. Для определения общего сахара продолжают действовать, как описано в подпункте 10.5.3. 

10.8. Комментарии 

10.8.1. В целях предотвращения появления пены рекомендуется добавлять (независимо от объема) около 1 мл 3-метилбутан-1-ол до кипения с реактивом Luff-Schoorl. 

10.8.2. Разница между общим количеством сахаров после инверсии в виде глюкозы и содержанием восстанавливающих сахаров в виде глюкозы, умноженная на 0,95, составляет процентное содержание сахарозы. 

10.8.3. Для определения содержания восстанавливающих сахаров, за исключением лактозы, могут быть применены два метода: 

10.8.3.1. Примерный расчет – содержание лактозы, определенной разнообразным методом анализа, умножается на 0,675, а результат вычитается из содержания восстанавливающих сахаров. 

10.8.3.2. Для точного расчета восстанавливающих сахаров, за исключением лактозы, используется тот же образец с двумя последними определениями. Один из анализов выполняется на части раствора, полученного в соответствии с положениями подпункта 10.5.1, другая часть полученного раствора при определении лактозы по методике, описанной в этом случае (как и другие виды ферментации сахара и отстаивания). 

В обоих случаях количество присутствующего сахара определяется реактивом Luff-Schoorl и рассчитывается в мг глюкозы. Одна величина вычитается из другой, а разница выражается в процентах от образца. 

 

	Таблица 3 

 

Таблица значений для 25 мл реактива Luff-Schoorl 

Na2S2O3 мл 0,1 моль/л, нагревание в течение двух минут, 

кипение десять минут

 

	Na2S2O3 
0,1 
моль/л
	Глюкоза, фруктоза, 
инвертированый 
сахар C6H12O6
	Лактоза 
C12H22O11
	Мальтоза 
C12H22O11
	Na2S2O3 
0,1 
моль/л

	мл
	мг
	разница
	мг
	разница
	мг
	разница
	мл

	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. ОПРЕДЕЛЕНИЕ ЛАКТОЗЫ 

11.1. Цель и область применения 

Этот метод позволяет определить лактозу в корме с содержанием лактозы более 0,5%. 

11.2. Принцип применения 

Сахара растворяются в воде. Раствор подвергается ферментации дрожжей Saccharomyces cerevisiae, которая не разлагает лактозу. После отстаивания и фильтрации содержание лактозы в фильтрате определяется реактивом Luff-Schoorl. 

11.3. Применяемые реагенты 
11.3.1. Суспензия Saccharomyces cerevisiae: растворить 25 г свежих дрожжей в 100 мл воды. Суспензия хранится в холодильнике в течение не более одной недели. 

11.3.2. Раствор Carrez I: растворяют 21,9 г ацетата цинка, Zn (CH3COO)2 × 2H2O и 3 г ледяной уксусной кислоты в воде. Заполняют водой до 100 мл. 

11.3.3. Раствор Carrez II: растворяют 10,6 г калия ферроцианида K4Fe(CN)6 × 3H2O в воде. Заполняют водой до 100 мл. 

11.3.4. Реактив Luff-Schoorl: 

Тщательно перемешивая, заливают раствор лимонной кислоты (см. примечания подпункта 11.3.4.2) в раствор карбоната натрия в соответствии с положениями подпункта 11.3.4.3. Добавляют раствор сульфата меди (см. примечания из подпункта 11.3.4.1) и дополняют до 1 литра водой. Отцеживают на ночь и фильтруют. Проверяется концентрация получаемого реагента (Cu 0,05 моль/л; Na2CO3 1 моль/л). рН раствора составляет примерно 9,4. 

11.3.4.1. Раствор медного купороса: растворяют 25 г медного купороса, CuSO4 × 5H2O, не содержащего железо, в 100 мл воды. 

11.3.4.2. Раствор лимонной кислоты: растворяют 50 г лимонной кислоты, C6H8O7 × H2O в 50 мл воды. 

11.3.4.3. Раствор карбоната натрия: растворяют 143,8 г безводного карбоната натрия в 300 мл горячей воды. Оставляют для остывания. 

11.3.5. Гранулы пемзы, кипяченные в соляной кислоте, промытые водой и высушенные. 

11.3.6. Раствор калия йодида, 30% (вес/объем). 

11.3.7. Серная кислота 3 моль/л. 

11.3.8. Раствор натрия тиосульфата 0,1 моль/л. 

11.3.9. Раствор крахмала: добавляется смесь из 5 г растворимого крахмала с 30 мл воды на один литр кипящей воды. Варится в течение 3 минут, оставляется остыть и, если необходимо, добавляется 10 мг ртутного йода в качестве консерванта. 

11.4. Измерительный прибор 

Водяная баня с термостатом на 38-40°C. 

11.5. Процедура подготовки 

Взвешивают 1 г образца с точностью до 1 мг и помещают в 100 мл мерную колбу. Добавляют 25-30 мл воды. Колбу помещают в ванну с водой, доведенной до температуры кипения, на 30 минут, затем охлаждают до 35°C. Добавляют 5 мл дрожжевой суспензии (см. примечания подпункта 11.3.1) и гомогенизируют. Колбу оставляют на два часа в водяной бане при температуре 38-40°C. Охлаждают примерно до 20°C. 

Добавляют 2,5 мл раствора Carrez I и перемешивают в течение тридцати секунд, затем добавляют 2,5 мл раствора Carrez II и снова перемешивают в течение тридцати секунд. Дополняют водой до 100 мл, перемешивают и фильтруют. При помощи пипетки удаляют количество фильтрата, не превышающее 25 мл и содержащие предпочтительно 40-80 мг лактозы, затем перемещают в 300 мл колбу Эрленмейера. Если необходимо, добавляют воду до 25 мл. 

Осуществляют контрольный анализ таким же образом с 5 мл дрожжевой суспензией в соответствии с положениями подпункта 11.3.1. Определяют содержание лактозы методом Luff-Schoorl, а именно, добавляют ровно 25 мл реактива Luff-Schoorl и две гранулы пемзы. Смешивают вручную при нагревании на открытом пламени средней высоты, доводя жидкость до кипения примерно за две минуты. Колбу Эрленмейера немедленно помещают на проволочную сетку, покрытую асбестом, имеющим отверстие диаметром около 6 см, под которым горит пламя. Пламя регулируется таким образом, чтобы нагревалась только основа колбы Эрленмейера. К колбе Эрленмейера монтируют рефлюксовый конденсатор. Кипятят ровно десять минут. Охлаждают сразу холодной водой и примерно через 5 минут титруют следующим образом. 

Добавляют 10 мл йодистого калия и сразу после этого (осторожно, потому что есть риск образования большого количества пены) добавляют 25 мл серной кислоты. Далее титруют раствором тиосульфата натрия до появления стертой желтой окраски, добавляя как индикатор раствор крахмала и завершая титрование. 

То же титрование проводится на смесь 25 мл реактива Luff-Schoorl с 25 мл воды, с точностью взвешивают после добавления 10 мл йодистого калия и 25 мл серной кислоты, не доводя до кипения. 

11.6. Расчет результатов 

Используя данные, указанные в таблице 3, определяется количество лактозы в мг, что соответствует разнице между двумя результатами титрования, выраженными в мг тиосульфата натрия 0,1 моль/л. 

Результат для лактозы выражается в процентах от образца. 

11.7. Комментарии 

Для продуктов, содержащих более 40% ферментированного сахара, используется более 5 мл дрожжевой суспензии, указанной в подпункте 11.3.1. 

 

XII. ОПРЕДЕЛЕНИЕ КРАХМАЛА 

Поляриметрический метод 

12.1. Цель и область применения 

Этот метод позволяет определить в кормах содержание крахмала и продуктов расщепления крахмала с высоким молекулярным весом в целях проверки соответствия энергетической ценности, объявленной в соответствии с положениями, описанными в приложении № 7 к настоящему Постановлению. 

12.2. Принцип применения 

Метод состоит из двух определений. Первый образец обрабатывают разбавленной соляной кислотой. После отстаивания и фильтрации измеряется оптическое вращение раствора поляриметрическим методом. 

Во втором примере извлекается 40% этанола. После окисления фильтрата с соляной кислотой, отстаивания и фильтрации измеряется оптическое вращение как в первом измерении. 

Разница между этими двумя измерениями, умноженная на известный коэффициент, дает содержание крахмала в образце. 

12.3. Применяемые реагенты 

12.3.1. Раствор соляной кислоты с 25% концентрацией (в/в): 1,126 г/мл. 

12.3.2. Раствор соляной кислоты 1,13% (вес/объем). 

Концентрация проверяется путем титрования с использованием раствора гидроксида натрия 0,1 моль/л в присутствии 0,1% метилового красного (вес/объем) в этаноле 94% (объем/объем). Для нейтрализации 10 мл требуется 30,94 мл NaOH 0,1 моль/л. 

12.3.3. Раствор Carrez I: растворяют 21,9 г ацетата цинка, Zn (CH3COO)2 × 2H2O и 3 г ледяной уксусной кислоты в воде. Дополняют водой до 100 мл. 

12.3.4. Раствор Carrez II: растворяют 10,6 г калия ферроцианида K4Fe(CN)6 × 3H2O в воде. Дополняют водой до 100 мл. 

12.3.5. Этанол, с 40% концентрацией раствора (объем/объем): 0,948 г/мл при 20°C. 

12.4. Измерительные приборы 

12.4.1. 250 мл колба Эрленмейера со стандартным сочетанием матового стекла и обратным конденсатором. 

12.4.2. Поляриметр или сахариметр. 

12.5. Процедура применения 
12.5.1. Подготовка проб 

Образец измельчается до тех пор, пока он не станет достаточно мелким, чтобы полностью пройти через сито с круглыми отверстиями 0,5 мм. 

12.5.2. Определение общего оптического вращения (P или S) (см. примечания подпункта 12.7.1) 

Взвешивается 2,5 г образца с точностью до 1 мг и вводят в 100 мл мерную колбу. Добавляют 25 мл соляной кислоты в соответствии с положениями подпункта 12.3.2 и перемешивают, чтобы получить равномерное распределение образца, добавляя еще 25 мл соляной кислоты (см. примечания подпункта 12.3.2). Колбу погружают в кипящую водяную баню, энергично и постоянно помешивая в течение первых трех минут, чтобы предотвратить образование агломератов. Количество воды в водяной бане должно быть достаточным, чтобы ванна оставалась на точке кипения, когда баллон вводится в нее. Колба не должна извлекаться из ванны при встряхивании. Ровно через 15 минут достают из ванны, добавляют 30 мл холодной воды и тотчас же охлаждают при 20°C. 

Добавляют 5 мл раствора Carrez I и перемешивают в течение примерно 30 секунд. Затем добавляют приблизительно 5 мл раствора Carrez II и снова перемешивают в течение 30 секунд. Заполняют водой до нужного объема, гомогенизируют и фильтруют. Если фильтрат не совсем прозрачный (это случается в редких случаях), повторяют определение с использованием большего количества раствора Carrez I и II, например, 10 мл. 

Оптическое вращение раствора в 200 мл сосуде измеряется поляриметрическим методом или сахариметром. 

12.5.3. Определение оптического вращения (Р' или S') растворимых веществ в 40% этаноле 

Взвешивают 5 г образца с точностью до 1 мг, вводят в 100 мл мерную колбу и добавляют примерно 80 мл этанола (см. примечание из подпункта 12.7.2). Колбу оставляют в течение часа при комнатной температуре; в течение этого времени энергично встряхивают шесть раз, чтобы образец полностью смешался с этанолом. Заполняется до нужного объема этанолом, перемешивается и фильтруется. 

С помощью пипетки водится 50 мл фильтрата (соответствует 2,5 г образца) в 250 мл колбу Эрленмейера, добавляют 2,1 мл соляной кислоты (см. примечание подпункта 12.3.1) и сильно встряхивают. Колбу Эрленмейера оснащают обратным конденсатором, а сосуд погружают в кипящую водяную баню. Ровно через 15 минут вытаскивают колбу Эрленмейера из ванны, перемещая содержимое в 100 мл мерную колбу, промывают холодной водой и охлаждают при 20°C. 

Отстаивают с использованием Carrez I и II, дополняют до нужного объема водой, перемешивают, фильтруют и измеряют оптическое вращение, как это указано в подпункте 12.5.2. 

12.6. Расчет результатов 

Содержание крахмала (%) рассчитывается с использованием следующей формулы: 

12.6.1. Измерение поляриметром 

 

Содержание крахмала (%) = 2000 (P - P1)/[α] D 20°,

 

где: 

P = общее оптическое вращение угла в градусах; 

Р' = оптическое вращение угла в градусах веществ, растворимых в этаноле 40% (V/V); 

[α]D20 = удельное оптическое вращение чистого крахмала. Числовыми значениями, применяемыми обычно к этому фактору, являются: 

+ 185,9°: рисовый крахмал 

+ 185,7°: картофельный крахмал 

+ 184,6°: кукурузный крахмал 

+ 182,7°: пшеничный крахмал 

+ 181,5°: крахмал из ячменя 

+ 181,3°: овсяный крахмал 

+ 184,0°: другие виды крахмала и крахмальных смесей в комбикормах. 

12.6.2. Измерение сахариметром 

 

Содержание крахмала (%) = 2000/[α] D20° × (2N × 0,665) × (S – S1) / 100 – 26,6 N × (S – S1)/[α] D 20°,

 

где: 

S = удельное оптическое вращение в сахариметрических градусах; 

S' = оптическое вращение в сахариметрических градусах веществ, растворимых в этаноле 40% (объем/объем); 

N = вес (г) сахарозы в 100 мл воды с оптическим вращением 100 сахариметрических градусов, измеренных с помощью трубки 200 мм; 

16,29 г для французских сахариметров; 

26 г для немецких сахариметров; 

20 г для смешанных сахариметров; 

[α]D20 = удельное оптическое вращение чистого крахмала (см. указания из подпункта 12.6.1). 

12.6.3. Повторяемость 

Разница между результатами двух параллельных измерений, осуществленных на том же образце, не должна превышать 0,4 в абсолютном значении для содержания крахмала менее 40% и 1% в относительном значении для содержания крахмала, равного или более 40%. 

12.7. Комментарии 

12.7.1. Если образец содержит более 6% карбонатов, вычисленных как карбонат кальция, то они должны быть уничтожены с помощью обработки с совершенно достаточным количеством разбавленной серной кислоты до определения общего оптического вращения. 

12.7.2. Для продуктов с высоким содержанием лактозы, например, сыворотка или сухое обезжиренное молоко, выполняются следующие действия после добавления 80 мл этанола. Колбу оснащают обратным конденсатором, а сосуд погружают в водяную баню при 50°С в течение 30 минут. Оставляется для остывания и продолжается анализ, как описано в подпункте 12.5.3. 

12.7.3. Если они присутствуют в значительных количествах в кормах, следующее сырье для кормов признается в качестве создающего интерференцию, когда содержание крахмала определяется поляриметрическим методом и, следовательно, могут быть получены неверные результаты: 

продукты из свеклы (сахарной), такие как свекловичный жом (сахарный), свекольная патока (сахарная), патока свекольного жома (сахарная), свекольная барда (сахарная), сахар (свекловичный); 

цитрусовая пульпа; 

льняное семя, льняной шрок, льняной шрок в результате экстракции; 

семена рапса: рапсовый шрот, рапсовый шрот, извлеченный после экстракции; рапсововая оболочка; 

семена подсолнечника: шрот семян подсолнечника, извлеченный после экстракции, частично очищенные семена подсолнечника, извлеченные после экстракции; 

шрот копры: шрот из копры, извлеченный после экстракции; 

картофельная пульпа; 

сухие дрожжи; 

продукты, богатые инулином (например, хлопья и мука из топинамбура); 

шкварки. 

 

XIII. ОПРЕДЕЛЕНИЕ СОДЕРЖАНИЯ СЫРОЙ ЗОЛЫ 

13.1. Цель и область применения 

Этот метод позволяет определить в корме содержание необработанной золы. 

13.2. Принцип применения 

Образец обжигается до 550°C; остаток взвешивают. 

13.3. Применяемый реагент 

Раствор аммиачной селитры 20% (вес/объем). 

13.4. Измерительные приборы 

13.4.1. Плита. 

13.4.2. Электрическая печь с блоком, оснащенная термостатом. 

13.4.3. Тигли для прокаливания из кварца, фарфора или платины прямоугольной формы (примерно 60 × 40 × 25 мм) или круглой (диаметром 60-75 мм, высота: 20-40 мм). 

13.5. Процедура подготовки 

Взвешивают около 5 г образца с точностью до 1 мг (2,5 г на продукцию с тенденцией набухания) и помещают в тигель для прокаливания, который был предварительно нагрет до 550°C, охлажден и взвешен. Помещают тигель на горячую плиту и нагревают постепенно до обугливания материала. Прокаливают золу в соответствии с условиями подпункта 13.5.1 или 13.5.2. 

13.5.1. Помещают тигель в муфельную калиброванную печь, установленную на уровне 550°C. Поддерживают эту температуру до получения белой, серой или красноватой золы, без видимых обугленных частиц. Помещают тигель в эксикатор, оставляют остыть и немедленно взвешивают. 

13.5.2. Помещают тигель в муфельную калиброванную печь, установленную на уровне 550°C. Прокаливают в течение 3 часов. Помещают тигель в эксикатор, оставляют остыть и немедленно взвешивают. Снова прокаливают в течение 30 минут для того, чтобы вес золы остался постоянным (потеря в весе между двумя последовательными взвешиваниями должна быть меньше или равна 1 мг). 

13.6. Расчет результатов 

Вес остатка рассчитывается путем вычитания тары. 

Результат выражается в процентах от образца. 

13.7. Комментарии 

13.7.1. Зола труднопрокаливаемых веществ подвергается начальному прокаливанию в течение не менее трех часов, с последующим охлаждением и добавлением нескольких капель 20% нитрата аммония и воды (осторожно, чтобы не допускать распыления золы и формирования скоплений). Прокаливание в печи продолжается после высыхания. Эта операция повторяется до конечного прокаливания. 

13.7.2. В отношении веществ, устойчивых к обработке, описанной в подпункте 13.7.1, осуществляют следующие действия: после прокаливания в течение трех часов помещают золу в горячую воду и фильтруют через небольшой фильтр, свободный от золы. Фильтр и его содержимое прокаливают в первоначальном тигле. Фильтрат охлаждается в тигле, испаряется до высыхания, прокаливается и взвешивается. 

13.7.3. Для масел и жиров взвешивают с точностью 25 г образца в тигле соответствующих размеров. Карбонизируется воспламенением материала с помощью беззольной фильтровальной бумаги. После сгорания увлажняется как можно меньшим количеством воды. Высушивается и кальцинируется, как описано в подпункте 13.5. 

 

XIV. ОПРЕДЕЛЕНИЕ СОДЕРЖАНИЯ ЗОЛЫ, НЕ 

РАСТВОРИМОЙ В СОЛЯНОЙ КИСЛОТЕ 

14.1. Цель и область применения 

Этот метод позволяет определить в корме состав минеральных веществ, не растворимых в соляной кислоте. 

Могут использоваться два способа в зависимости от природы образца. 

14.1.1. Метод A: применим к питательным органическим веществам и большинству комбикормов. 

14.1.2. Метод B: применим к соединениям и минеральным смесям комбикормов, которые содержат уровни веществ, не растворимых в соляной кислоте, определяется методом A и составляет менее 1%. 

14.2. Принцип применения 
14.2.1. Метод A: образец кальцинируется, золу кипятят в соляной кислоте, а нерастворимый остаток фильтруют и взвешивают. 

14.2.2. Метод B: образец обрабатывают соляной кислотой. Раствор кальцинируют, остаток фильтруют, а зола, полученная таким образом, обрабатывается по методу А. 

14.3. Применяемые реагенты 
14.3.1. Соляная кислота 3 моль/л. 

14.3.2. Трихлоруксусная кислота, 20% раствор (вес/объем). 

14.3.3. Трихлоруксусная кислота, 1% раствор (вес/объем). 

14.4. Измерительные приборы 

14.4.1. Плита. 

14.4.2. Электрическая печь с блоком, оснащенная термостатом. 

14.4.3. Тигли для прокаливания из кварца, фарфора или платины прямоугольной (примерно 60 × 40 × 25 мм) или круглой формы (диаметром 60-75 мм, высота: 20-40 мм). 

14.5. Процедура подготовки 
14.5.1. Метод А. 

Образец кальцинируется для определения сырой золы. Может быть использована и зола, полученная в результате данного анализа. 

Вводится зола в 250-400 мл лабораторный стакан с использованием 75 мл соляной кислоты. Доводится медленно до кипения и кипятится на медленном огне в течение пятнадцати минут. Горячий раствор фильтруют через беззольную фильтровальную бумагу, а остаток промывают горячей водой до тех пор, пока реакция кислотой уже не видна. Фильтр, содержащий остаток, высушивают и кальцинируют в тарированном тигле при минимальной температуре 550°С и максимальной 700°C. Охлаждают в десикаторе и взвешивают. 

14.5.2. Метод B 

Взвешивают 5 г образца с точностью до 1 мг и помещают в лабораторный стакан на 250-400 мл. Добавляют последовательно 25 мл воды и 25 мл соляной кислоты, перемешивают и ждут, чтобы вскипание прекратилось. Добавляют еще 50 мл соляной кислоты. Ждут, чтобы выпуск газа прекратился, а затем вводят лабораторный стакан в водяную баню при температуре кипения и держат там в течение 30 минут или при необходимости более для того чтобы возможно присутствующий крахмал окончательно гидролизовался. Фильтруют еще теплым с помощью беззольного фильтра и промывают фильтр в 50 мл горячей воды (см. примечание из подпункта 14.7). Фильтр, содержащий остаток, помещается в тигель, высушивается и кальцинируется в тигле для озоления при температуре минимум 550°C и максимум до 700°C. Зола вводится в 250-400 мл лабораторный стакан, с использованием 75 мл соляной кислоты и в дальнейщем действуют, как описано в подпункте 14.5.1. 

14.6. Расчет результатов 

Вес остатка рассчитывается путем вычитания веса тары. Результат выражается в процентах от образца. 

14.7. Примечание 

Если фильтрация оказывается трудной, анализ возобновляется с заменой 50 мл соляной кислоты 50 мл 20% трихлоруксусной кислоты с промыванием фильтра в теплом растворе 1% трихлоруксусной кислоты. 

 

XV. ОПРЕДЕЛЕНИЕ КАРБОНАТОВ 

15.1. Цель и область применения 

Этот метод позволяет определить в большинстве кормов количество карбонатов, обычно выраженных в виде карбоната кальция. 

15.2. Принцип применения 

Карбонаты разлагаются в соляной кислоте; выделившейся углекислый газ собирается в градуированной колбе, а его объем сравнивают с выпущенным на тех же условиях известным количеством карбоната кальция. 

15.3. Применяемые реагенты 
15.3.1. Соляная кислота концентрации 1,10 г/мл. 

15.3.2. Карбонат кальция. 

15.3.3. Серная кислота приблизительно 0,05 моль/л, окрашенная метиловым красным. 

15.4. Измерительный прибор 

Scheibler-Dietrich-устройство. 

15.5. Расчет результатов 

Содержание карбоната, выраженного как карбонат кальция, рассчитывается по следующей формуле: 

 

X = V × 100/V1 × 2 м, 

 

где: 

X = % (г/г) карбонатов в образце, выраженных как карбонат кальция; 

V = мл СО2 освобожденной части образца; 

V1 = мл СО2 освобожденной от 0,5 г CaCO3; 

m = вес в граммах части образца. 

 

XVI. ОПРЕДЕЛЕНИЕ СОДЕРЖАНИЯ ОБЩЕГО ФОСФОРА 

Фотометрический метод 

16.1. Цель и область применения 

Этот метод позволяет определить общее содержание фосфора в корме. Это особенно подходит для анализа продуктов с низким содержанием фосфора. В некоторых случаях (продукт, богатый фосфором) можно использовать гравиметрический метод. 

16.2. Принцип применения 

Проба минерализуется либо сухим сгоранием (для органического корма), или путем растворения в кислоте (для минеральных и жидких комбикормов), а затем вводится в кислую среду. 

Раствор обрабатывают молибдованадатным реактивом. Оптическая плотность образовавшегося желтого раствора измеряется спектрофотометром при 430 нм. 

16.3. Применяемые реагенты 

16.3.1. Карбонат кальция. 

16.3.2. Соляная кислота, ρ20 = 1,10 г/мл (около 6 моль/л). 

16.3.3. Азотная кислота, ρ20 = 1,045 г/мл. 

16.3.4. Азотная кислота, ρ20 = 1,38 до 1,42 г/мл. 

16.3.5. Серная кислота, ρ20 = 1,84 г/мл. 

16.3.6. Молибдованадатный реагент: смешивают в 1 л мерной колбе 200 мл аммиачного гептамолибдата (см. указание подпункта 16.3.6.1), 200 мл аммиачного монованадата, как описано в подпункте 16.3.6.2, и 134 мл азотной кислоты, обозначенных в подпункте 16.3.4. Заполняют до нужного объема водой. 

16.3.6.1. Раствор гептамолибдатного аммония: растворяют в горячей воде 100 г аммиачного гептамолибдата (NH4) 6Mo7O24 × 4H2O. Добавляют 10 мл аммиака (концентрация 0,91 г/мл) и разбавляют водой до 1 л. 

16.3.6.2. Раствор монованадатного аммония: растворяют 2,35 г аммиачного монованадата NH4VO3 в 400 мл горячей воды. Постоянно помешивая, медленно добавляют 20 мл разбавленной азотной кислоты [7 мл HNO3, указанной в подпункте 16.3.4, + 13 мл H2O],и заполняют водой до 1 л. 

16.3.7. Стандартный раствор 1 мг фосфора в мл: растворяют 4,387 г калия дигидрофосфата KH2PO4 в воде. Заполняют водой до 1 л. 

16.4. Измерительные приборы 

16.4.1. Тигли для прокаливания из кремния, фарфора или платины. 

16.4.2. Электрическая муфельная печь, оснащенная термостатом на 550°C. 

16.4.3. Колба Кьельдаля 250 мл. 

16.4.4. Мерные колбы и пипетки. 

16.4.5. Спектрофотометр. 

16.4.6. Пробирки диаметром около 16 мм, с градуированными пробками диаметром до 14,5 мм, вместимость: 25-30 мл. 

16.5. Процедура подготовки 

16.5.1. Приготовление раствора 

В зависимости от образца раствор готовят, как описано в подпункте 16.5.1.1 или 16.5.1.2. 

16.5.1.1. Обычная процедура 

Взвешивают 1 г образца или более с точностью до 1 мг. Тестовый образец помещают в колбу Кьельдаля, добавляют 20 мл серной кислоты, встряхивают, чтобы полностью пропитать вещество кислотой и предотвратить прилипание вещества к сторонам флакона, нагревают и поддерживают при температуре кипения 10 минут. Оставляют немного остыть, добавляют 2 мл азотной кислоты (см. примечание из подпункта 16.3.4), немного нагревают, оставляют немного остыть, добавляют немного азотной кислоты, указанной в подпункте 16.3.4, и доводят до кипения. Повторяют эту процедуру до получения бесцветного раствора. Охлаждают, добавляют немного воды, декантируя жидкость в 500 мл градированной колбу, ополаскивая колбу Кьельдаля горячей водой. Оставляют остыть, доводят до нужного объема водой, гомогенизируют и фильтруют. 

16.5.1.2. Образцы, содержащие органические вещества и не содержащие дикислых фосфатов кальция и магния 

Взвешивают около 2,5 г образца с точностью до 1 мг в тигле для прокаливания. Смешивают образец для исследования с 1 г карбоната кальция до получения полной однородной смеси. Кальцинируют в печи до 550°С до получения белой или серой золы (небольшое количество угля игнорируется). Зола перемешивается в 250 мл лабораторном стакане. Добавляют 20 мл воды и соляной кислоты до прекращения вскипания. Добавляют еще 10 мл соляной кислоты. Размещают лабораторный стакан в песчаной бане и содержимое испаряется до полного высыхания, чтобы кремний стал нерастворимым. Повторно растворяют остаток в 10 мл азотной кислоты (см. примечание подпункта 16.3.3) и кипятят в песчаной ванне или на плите в течение 5 минут без испарения до полного высыхания. Жидкость декантируют в 500 мл мерную колбу, промывая стакан несколько раз горячей водой. Оставляют остыть, доводят до нужного объема водой, гомогенизируют и фильтруют. 

16.5.2. Появление окраски и измерение оптической плотности 

Разводят часть аликвотного фильтрата, полученного в подпункте 16.5.1.1 или 16.5.1.2, чтобы получить концентрацию фосфора не более 40 μг/мл. Помещают 10 мл этого раствора в пробирку, описанную в подпункте 16.4.6, и добавляют 10 мл молибдованадатного реагента. Гомогенизируют и оставляют постоять в течение 10 минут при температуре 20°C. Измеряют оптическую плотность на спектрофотометре при 430 нм путем сравнивания с раствором, полученным путем добавления 10 мл молибдованадатного реагента на 10 мл воды. 

16.5.3. Калибровочная кривая 

Из стандартного раствора (см. указание подпункта 16.3.7) приготавливают растворы, содержащие 5, 10, 20, 30 и 40 мг фосфора на мл, соответственно. Отбирают 10 мл из каждого из этих растворов и добавляют 10 мл молибдованадатного реагента. Гомогенизируют и оставляют постоять в течение 10 минут при температуре 20°C. Измеряют оптическую плотность, как указано в подпункте 16.5.2. 

Намечают калибровочную кривую путем включения графической оптической плотности в сравнении с соответствующими количествами фосфора. Для концентраций от 0 до 40 μг/мл кривая будет линейной. 

16.6. Расчет результатов 

Количество фосфора в образце определяется с помощью калибровочной кривой. 

Результат выражается в процентах от образца. 

Повторяемость 

Разница между результатами двух параллельных измерений, выполняемых на той же пробе, не должна превышать: 

3% по отношению к более высокому результату – для содержания фосфора, не превышающего 5%; 

0,15% в абсолютном значении – для содержания фосфора, равного или превышающего 5%. 

 

XVII. ОПРЕДЕЛЕНИЕ ХЛОРА В ХЛОРИДАХ 

17.1. Цель и область применения 

Этот метод позволяет определить содержание хлора в растворимых хлоридах, обычно выраженных как хлорид натрия. Применяется для всех кормов. 

17.2. Принцип применения 

Хлориды растворяются в воде. Если продукт содержит органические вещества, отстаивают. Раствор слегка подкисляют азотной кислотой, а хлориды осаждаются в виде хлорида серебра с помощью раствора нитрата серебра. Избыток нитрата серебра титруют раствором роданида аммония методом Фольгарда. 

17.3. Использованные реагенты 
17.3.1. Раствор аммония тиоцианатный 0,1 моль/л. 

17.3.2. Раствор нитратного серебра 0,1 моль/л. 

17.3.3. Насыщенный раствор аммония сульфатного железа (NH4) Fe (SO4) 2. 

17.3.4. Азотная кислота, концентрация: 1.38 г/мл. 

17.3.5. Диэтиловый эфир. 

17.3.6. Ацетон. 

17.3.7. Раствор Carrez I: растворяются 21,9 г ацетата цинка, Zn (CH3COO)2 × 2H2O и 3 г ледяной уксусной кислоты в воде. Заполняется водой до 100 мл. 

17.3.8. Раствор Carrez II: растворяются 10,6 г калия ферроцианида K4Fe(CN)6 × 3H2O в воде. Заполняется водой до 100 мл. 

17.3.9. Активированный уголь, без хлора и без впитывания. 

17.4. Измерительное устройство 

Смеситель (шейкер): около 35-40 об/мин. 

17.5. Процедура подготовки 

17.5.1. Приготовление раствора 

В зависимости от образца раствор приготавливают в соответствии с указаниями, приведенными в подпунктах 17.5.1.1, 17.5.1.2 или 17.5.1.3. 

В то же время проводится контрольный тест без анализируемого образца. 

17.5.1.1. Образцы, не содержащие органических веществ 

Взвешивают до 10 г образца с точностью до 1 мг, содержащие до 3 г хлора, в форме хлорида. Вводятся с 400 мл воды в 500 мл мерную колбу приблизительно при 20°C. Перемешивают в течение тридцати минут в шейкере, доводя до объема, гомогенизируют и фильтруют. 

17.5.1.2. Образцы, содержащие органические вещества, за исключением продуктов, указанных в подпункте 17.5.1.3 

Взвешивают около 5 г образца с точностью до 1 мг и помещают вместе с 1 г активированного угля в 500 мл мерную колбу. Добавляют 400 мл воды при температуре около 20°C и 5 мл раствора Carrez I, перемешивают в течение 30 секунд, затем добавляют 5 мл раствора Carrez II. Перемешивают в течение тридцати минут в шейкере, доводят до объема, гомогенизируют и фильтруют. 

17.5.1.3. Термически обработанные корма, лепешки и льняная мука, продукты, богатые льняной мукой, и другие продукты, богатые слизью и коллоидными веществами (например, крахмал декстрин). 

Подготавливается раствор, как описано в подпункте 17.5.1.2, но не фильтруется. Декантируют (при необходимости центрифугируют), отнимают 100 мл супернатантной жидкости и перемещают в мерную колбу объемом 200 мл. 

Смешивают с ацетоном и доводят до нужного объема с этим растворителем, гомогенизируют и фильтруют. 

17.5.2. Титрование 

С помощью пипетки переносится в колбу Эрленмейера количество в пределах от 25 до 100 мл фильтрата (в зависимости от ожидаемого содержания хлора), полученного, как описано в подпунктах 17.5.1.1, 17.5.1.2 и 17.5.1.3. Делительная часть не должна содержать более 150 мг хлора (Cl). При необходимости разбавляют до 50 мл воды, добавляя 5 мл азотной кислоты, 20 мл насыщенного аммония сульфатного железа и две капли раствора роданида аммония, перемещаемого с помощью бюретки, заполненной до нулевой отметки. С помощью бюретки перемещают раствор нитратного серебра, чтобы получить избыток 5 мл. Добавляют 5 мл диэтилового эфира и сильно взбалтывают для коагуляции осадка. Избыток нитратного серебра титруют аммиачным роданидом до красновато-коричневой окраски, сохраняющейся в течение одной минуты. 

17.6. Расчет результатов 

Количество хлора (X), выраженного в % натрия хлоридного раствора, рассчитывается по следующей формуле: 

 

X = 5,845 × (V1 – V2) / m,

 

где: 

V1 = мл раствора нитратного серебра 0,1 моль/л добавленного, 

V2 = мл раствора роданида аммония 0,1 моль/л, используемого в титровании; 

m = вес образца. 

Если контрольный тест показывает потребление раствора нитратного серебра 0,1 моль/л, эта величина вычитается из объема (V1 – V2). 

17.7. Примечания 
17.7.1. Титрование может быть сделано путем потенциометрии. 

17.7.2. Для продуктов, богатых маслами и жирами, сначала приступают к обезжириванию диэтиловым или петролейным эфиром. 

17.7.3. Для рыбной муки титрование может быть осуществлено методом Мора.

