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МЕТОДЫ АНАЛИЗА

по контролю допустимого уровня кормовых добавок 

 

I. ОПРЕДЕЛЕНИЕ ВИТАМИНА А 

1.1. Цель и область применения 

Этот метод позволяет определить уровень витамина А (ретинола) в корме и премиксах. Витамин А включает в себя алкоголь All-trans-ретинол и его цис-изомеры, которые определяются с помощью этого метода. Содержание витамина А выражается в международных единицах (МЕ) на кг. Одна МЕ соответствует деятельности 0,3 μг алкоголя All-trans-витамина, А или 0,344 μг ацетата All-trans -витамина А, или 0,550 мг пальмитата All-trans-витамина А. 

Предел квантификации составляет 2000 МЕ витамина А/кг. 

1.2. Принцип применения 

Образец подвергают гидролизу со спиртовым раствором гидроксида калия, а витамин А экстрагируют петролейным эфиром. 

Растворитель отделяют испарением, а остаток растворяют в метаноле и при необходимости разбавляют до нужной концентрации. Содержание витамина А определяется методом высокоэффективной жидкостной хроматографии с обращенной фазой (RP-HPLC), с использованием УФ-детектора или флуоресценции. Параметры хроматографии подобраны так, чтобы не существовало разделения между алкоголем All-trans-витамина А и его цис-изомерами. 

1.3. Применяемые реагенты 

1.3.1. Этанол, = 96%. 

1.3.2. Петролейный эфир, промежуток кипения 40-60°C. 

1.3.3. Метанол. 

1.3.4. Раствор гидроокиси калия, с = 50 г/100 мл. 

1.3.5. Раствор аскорбата натрия, с = 10 г/100 мл (см. примечания из подпункта 1.7.7). 

1.3.6. Сульфид натрия, Na2S × xH2O (х = 7-9). 

1.3.6.1. Раствор сульфида натрия с = 0,5 моль/л глицерина, β = 120 г/л (х = 9) (см. примечания из подпункта 1.7.8). 

1.3.7. Раствор фенолфталеина, с = 2 г/100 мл в этаноле. 

1.3.8. 2-пропанол. 

1.3.9. Подвижная фаза для высокоэффективной жидкостной хроматографии: смесь метанола и воды, например, 980 + 20 (V + V). Точная пропорция определяется характеристиками используемой колонки. 

1.3.10. Азот, лишенный кислорода 

1.3.11. All-trans-витамин А ацетата, особо чистый, с сертифицированной деятельностью, например 2,80 × 106 МЕ/г 

1.3.11.1. Основной раствор All-trans-витамина А ацетата: взвешивают 50 мг ацетатного витамина А с точностью до 0,1 мг в 100-миллиметровой мерной колбе. Растворяют в 2-пропаноле и доводят до объема тем же растворителем. 

Номинальная концентрация этого раствора составляет 1400 МЕ витамина на миллилитр. Точное содержание определяется в соответствии с обозначениями из подпункта 1.5.6.3.1. 

1.3.12. All-trans-витамин A пальмитат, особо чистый, с сертифицированной деятельностью, например 1,80 × 106 МЕ/г. 

1.3.12.1. Основной раствор All-trans-витамина A пальмитата: взвешивают 80 мг витамина А пальмитата с отклонением 0,1 мг в 100 мл мерной колбе. Растворяют в 2-пропаноле и доводят до объема тем же растворителем. Номинальная концентрация этого раствора составляет 1400 МЕ витамина на миллилитр. Точное содержание определяется в соответствии с обозначениями из подпункта 1.5.6.3.2. 

1.3.13. 2,6-ди-трет-бутил-4-метилфенол (BHT) (см. примечания из подпункта 1.7.5). 

1.4. Измерительные приборы 

1.4.1. Вакуумный роторный испаритель. 

1.4.2. Коричневая лабораторная посуда. 

1.4.2.1. Плоская колба и флакон типа Эрленмейера 500 мл, с шлифованным стеклянным отверстием. 

1.4.2.2. Мерные колбы с шлифованными стеклянными пробками, с узким горлышком 10, 25, 100 и 500 мл. 

1.4.2.3. Делительные воронки конические, 1000 мл, с шлифованными стеклянными пробками. 

1.4.2.4. Колба грушевидной формы 250 мл, с отверстием из шлифованного стекла. 

1.4.3. Конденсатор Allihn, с 300 мм длиной кожуха, с сочетанием матового стекла и адаптером для поставок газа. 

1.4.4. Плиссированная фильтровальная бумага для разделения фаз диаметром 185 мм (например, Schleicher & Schuell 597 HY 1/2). 

1.4.5. ВЭЖХ оборудование с впрыскивательной системой.

1.4.5.1. Жидкая хроматографическая колонка, 250 мм × 4 мм, C18, с частицами от 5 до 10 мм, или эквивалентными (показатели: один пик на все изомеры ретинола в условиях ВЭЖХ). 

1.4.5.2. УФ-детектор или для флуоресценции, с регулировкой длины волны. 

1.4.6. Спектрофотометр с 10 мм кварцевыми клетками. 

1.4.7. Водяная баня с магнитным шейкером. 

1.4.8. Аппарат для экстракции, состоящий из: 

1.4.8.1. Стеклянного цилиндра 1 л емкостью, предусмотренной с горлышком и притертой стеклянной пробкой. 

1.4.8.2. Матовой стеклянной части, имеющей боковой рычаг и регулируемую трубку, проходящую через центр. Регулируемая трубка имеет нижнюю часть в форме “U” и насадку на другом конце так, чтобы верхний слой жидкости в цилиндре мог быть перемещен в делительную воронку. 

1.5. Процедура подготовки 
Витамин А чувствителен к свету (УФ) и окислению. Все операции выполняются при отсутствии света (используют коричневое стекло или защищенную алюминиевую фольгу) и кислорода (с азотным питанием). Во время экстракции воздух над жидкостью заменен азотом (избегать избыточного давления, ослабляя раз за разом крышку). 

1.5.1. Подготовка проб 

Измельчают образец таким образом, чтобы он мог пройти через 1 мм сита, избегая образования тепла. Измельчение осуществляется непосредственно перед взвешиванием и омылением, в противном случае могут возникнуть потери витамина А. 

1.5.2. Омыление 

В зависимости от содержания витамина А взвешивают 2-25 г образца с точностью до 1 мг в колбе с плоским дном или в 500 мл колбе Эрленмейера. Добавляют, с круговым взбалтыванием, 130 мл этилового спирта, около 100 мг 2,6-ди-трет-бутил-4-метилфенола (BHT), 2 мл аскорбата натрия и 2 мл раствора сульфида натрия. Устанавливают конденсатор (см. примечание из подпункта 1.4.3) к колбе и погружают его в водяную баню с магнитной мешалкой. Доводят до кипения и оставляют на 5 минут для обратного течения. Затем добавляют 25 мл раствора гидроксида калия через конденсатор Allihn и оставляют еще на 25 мин для обратного течения, непрерывно перемешивая под слабой струей азота. Затем промывают конденсатор с 20 мл воды, а содержимое колбы охлаждают при комнатной температуре. 

1.5.3. Процедура экстракции 

Количественно перемещают омыленный раствор путем декантирования с промыванием общим объемом 250 мл воды в 1000 мл делительную воронку или аппарат для экстракции. Промывают колбу, используемую для омыления, последовательно 25 мл этанола и 100 мл петролейным эфиром, а жидкость для промывания перемещают в делительную воронку или аппарат для извлечения. Соотношение воды и этанола в комбинированных растворах должно быть примерно 2:1. Сильно встряхивают в течение 2 минут и оставляют для отстаивания в течение 2 минут. 

1.5.3.1. Экстракция с помощью разделения воронки (см. положения подпункта 1.4.2.3) 

Когда слои отделились (см. примечание из подпункта 1.7.3), перемещают слой петролейного эфира в другую делительную воронку. Повторяют эту экстракцию два раза с 100 мл петролейного эфира, а затем еще два раза с 50 мл петролейного эфира. 

Объединенные экстракты промывают два раза осторожно круговым перемешиванием в делительной воронке (чтобы избежать образования эмульсии) со 100 мл воды, повторяя то же с другими 100 мл воды, пока вода не станет бесцветной при добавлении раствора фенолфталеина (четырехкратного промывания, как правило, достаточно). Промытый экстракт фильтруют сухим многослойным фильтром для разделения фаз в целях удаления отстоянной воды в 500 мл мерной колбе. Промывают делительную воронку и фильтр с 50 мл петролийного эфира, доводят до объема петролийным эфиром и хорошо перемешивают. 

1.5.3.2. Экстракция с использованием аппарата для экстракции (см. примечание из подпункта 1.4.8) 

Когда слои отделились (см. примечание из подпункта 1.7.3), заменяют пробку стеклянного цилиндра с частью обработанного стекла и помещают нижнюю часть в форме “U” в регулируемую трубку таким образом, чтобы находиться непосредственно над поверхностью. Применив давление над боковым стержнем при помощи азота, перемещают верхний слой петролейного эфира в делительную 1000 мл воронку. Добавляют 100 мл петролейного эфира в стеклянный цилиндр, вставляют пробку и сильно взбалтывают. Оставляют, чтобы слои отделились и перемещают верхний слой в делительную воронку, как раньше. Повторяют процедуру извлечения еще 100 мл петролейного эфира, а затем дважды порциями по 50 мл петролийного эфира и добавляют слои петролийного эфира в делительную воронку. 

Объединенные экстракты промывают петролийным эфиром, как описано в подпункте 1.5.3.1, и осуществляют действия, как описано в соответствующем подпункте. 

1.5.4. Подготовка раствора пробы для ВЭЖХ 

С помощью пипетки вводят аликвотную часть из раствора петролийного эфира (из подпункта 1.5.3.1 или 1.5.3.2) в 250 мл грушевидную колбу. Растворитель испаряется почти до высыхания при пониженном давлении в роторном испарителе при температуре бани, не превышающей 40°C. Восстанавливается атмосферное давление путем допущения азота и устраняют колбу из роторного испарителя. Удаляют оставшийся растворитель струей азота, а остаток незамедлительно растворяют в известном объеме (10-100 мл) метанола (концентрация витамина А должна быть в пределах 5-30 МЕ/мл). 

1.5.5. Определение с помощью ВЭЖХ 

Витамин А разделяется колонной с обратной фазой C18 (см. примечание из подпункта 1.4.5.1), а концентрация измеряется с УФ-детектором (325 нм) или детектором флуоресценции (раздражение: 325 нм, эмиссия: 475 нм) (1.4.5.2). 

Вводят аликвотную часть (например, 20 μл) раствора метанола, полученную в подпункте 1.5.4, и разбавляют подвижной фазой, описанной в подпункте 1.3.9. Вычисляют среднюю высоту конечной части (площадь) нескольких вводов одного и того же образца раствора и средней высоты (площади) конечной части нескольких вводов калибровочных растворов, в соответствии с положениями подпункта 1.5.6.2. 

Условия ВЭЖХ 

Условия, указанные в таблице 1 настоящего приложения, предназначены для руководства; могут быть использованы другие условия, если они дают идентичные результаты. 

 

	Таблица 1 

 

Условия ВЭЖХ 

 

	Измерительная техника
	Указаные значения

	Жидкая хроматографическая колонка, как указано в подпункте 1.4.5.1
	250 мм × 4 мм, C18, 5 μм или 10 μм или эквивалентные частицы

	Подвижная фаза (см. примечание из подпункта 1.3.9)
	Смесь метанола (см. примечание из подпункта 1.3.3) и воды, например, 980 + 20 (V + V)

	Расход
	1-2 мл/мин

	Детектор (см. примечание из подпункта 1.4.5.2)
	УФ-детектор (325 нм) или детектор флуоресценции (раздражение: 325 нм/излучение: 475 нм).


 

1.5.6. Калибровка 

1.5.6.1. Подготовка стандартных рабочих растворов 

Вводят 20 мл остаточного ацетатного раствора витамина А и 20 мл остаточного пальмитатного раствора витамина А в колбу с плоским дном или в 500 мл колбу Эрленмейера, и подвергают гидролизу, как описано в подпункте 1.5.2, но без добавления 2,6-ди-трет-бутил-4-метилфенола (BHT). Далее экстрагируют петролийным эфиром в соответствии с положениями, указанными в подпункте 1.5.3, и доводят до 500 мл петролейным эфиром. Ставят для испарения 100 мл этого экстракта в роторный испаритель (см. примечание подпункта 1.5.4) почти до высушивания, отделяют остатки растворителя потоком азота и вновь растворяют остаток в 10 мл метанола. Номинальная концентрация этого раствора составляет 560 МЕ витамина А на миллилитр. Точное содержание определяется, как указано в подпункте 1.5.6.3.3. 

Рабочий стандартный раствор должен быть свежеприготовленным перед использованием. 

Вводят 2 мл рабочего стандартного раствора в 20 мл мерную колбу, доводят до объема метанолом и перемешивают. Номинальная концентрация этого разбавленного рабочего стандартного раствора составляет 56 МЕ витамина А на миллилитр. 

1.5.6.2. Подготовка калибровочных растворов и калибровочной кривой 

Перемещаются 1, 2, 5 и 10 мл из разбавленного рабочего стандартного раствора в ряд 20 мл градированных колб, доводят до метки метанолом и перемешивают. Номинальные концентрации этих растворов составляют 2.8, 5.6, 14 и 28 МЕ витамина А на миллилитр. 

Вводят несколько раз по 20 μл из каждого калибровочного раствора и определяют среднюю высоту (площадь) кончиков. В зависимости от средней высоты (площади) кончика рисуется калибровочная кривая, с учетом результатов, полученных контрольным УФ-раствором (см. указания из подпункта 1.5.6.3.3). 

1.5.6.3. УФ стандартизация (под воздействием ультрафиолетовых лучей) типовых растворов 

1.5.6.3.1. Остаточный ацетатный раствор витамина А 

Вводят 2 мл остаточного ацетатного раствора витамина А в 50 мл мерную колбу и доводят до метки 2-пропанолом. Номинальная концентрация этого раствора составляет 56 МЕ витамина А на миллилитр. Вводят 3 мл этого ацетатного раствора витамина А в 25 мл мерную колбу и доводят до метки 2-пропанолом. Номинальная концентрация этого раствора составляет 6,72 МЕ витамина А на миллилитр. Измеряют УФ-спектр этого раствора в сравнении с раствором 2-пропанола в спектрофотометре, в диапазоне 300-400 нм. Предел распространения составляет от 325 до 327 нм. 

Расчет витамина А: 

 

МЕ витамина A/мл = E326 × 19,

 

(E11% см. витамина А ацетат = 1530 при 326 нм в 2-пропанол)

 

1.5.6.3.2. Остаточный пальмитатный раствор витамина А 

Вводят 2 мл остаточного пальмитатного раствора витамина А в 50 мл мерную колбу и доводят до метки 2-пропанолом. Номинальная концентрация этого раствора составляет 56 МЕ витамина А на миллилитр. Вводят 3 мл этого пальмитатного раствора витамина А в 25 мл мерную колбу и доводят до метки 2-пропанолом. Номинальная концентрация этого раствора составляет 6,72 МЕ витамина А на миллилитр. Измеряют УФ-спектр этого раствора в сравнении с раствором 2-пропанола в спектрофотометре, в диапазоне 300-400 нм. Предел распространения составляет от 325 до 327 нм. 

Расчет витамина А: 

 

МЕ витамина A/мл = E326 × 19,

 

(E11% см. витамин А пальмитат = 957 при 326 нм в 2-пропанол) 

 

1.5.6.3.3. Стандартный рабочий раствор витамина А 

Вводят 3 мл неразбавленного стандартного рабочего раствора витамина А, подготовленного в соответствии с положениями, указанными в подпункте 1.5.6.1, в 50 мл мерную колбу и доводят до метки 2-пропанолом. Вводят 5 мл этого раствора в 25 мл мерную колбу и доводят до метки 2-пропанолом. Номинальная концентрация этого раствора составляет 6,72 МЕ витамина А на миллилитр. Измеряют УФ-спектр этого раствора в сравнении с раствором 2-пропанола в спектрофотометре, в диапазоне 300-400 нм. 

Предел распространения составляет от 325 до 327 нм. 

Расчет витамина А: 

 

МЕ витамина A/мл = 18,3 × E326,

 

(E11% см. витамин А алкоголь = 1821 при 325 нм в 2-пропанол) 

 

1.6. Расчет результатов 

Из высоты (площади) средней конечной части витамина А анализируемых растворов определяют концентрацию анализируемого раствора в МЕ/мл со ссылкой на калибровочную кривую. 

Содержание w витамина А в образце в МЕ/кг определяется по следующей формуле: 

 

w = 500 × c × V2 × 1000/V1 × m [МЕ/кг], 

 

где: 

с = концентрации витамина А растворного образца (см. примечание подпункта 1.5.4), в МЕ/мл; 

V1 = объем анализируемого раствора (см. примечание подпункта 1.5.4), в мл; 

V2 = отобранный аликвотный объем в подпункте 1.5.4, в мл; 

m = вес пробы в г. 

1.7. Комментарии 

1.7.1. Для образцов с низким содержанием витамина А может применяться сочетание экстрактов петролейного эфира, происходящего из двух операций омыления (взвешенная масса: 25 г) в анализируемом растворе для определения с помощью ВЭЖХ. 

1.7.2. Масса отобранной пробы для анализа содержит не более 2 г жира. 

1.7.3. Если не происходит разделение фаз, добавляют около 10 мл этанола для раздробления эмульсии. 

1.7.4. Для печеночного жира и других чистых жиров период омыления продлевается на 45-60 минут. 

1.7.5. Гидрохинон может быть использован вместо 2,6-ди-трет-бутил-4-метилфенола (BHT). 

1.7.6. Используя колонну с нормальной фазой, разделение изомеров ретинола возможно. В этом случае высота (площадь) пиков all- цис- и all-трансизомеров должна суммироваться для проведения расчетов. 

1.7.7. Могут использоваться около 150 мг аскорбиновой кислоты вместо раствора аскорбата натрия. 

1.7.8. Могут использоваться около 50 мг ЭДТА вместо раствора сульфида натрия. 

1.7.9. В случае анализа витамина А в заменителях молока особое внимание уделяется: 

Омылению – по причине количества жира в образце может оказаться необходимым увеличение объема раствора гидроксида калия; 

Экстракции – при наличии эмульсии может оказаться необходимым принять соотношение 2:1 для воды/этанола. 

Чтобы проверить, получаются ли в результате применения данного метода анализа надежные результаты для соответствующей матрицы (ЗЦМ), применяется восстановительный тест на дополнительную тестированную порцию. Если предел восстановления менее 80%, результат анализа должен быть исправлен в зависимости от восстановления. 

1.8. Повторяемость 

Разница между результатами двух параллельных измерений, выполняемых на том же образце, не должна превышать 15% по отношению к более высокому результату. 

 

II. ОПРЕДЕЛЕНИЕ ВИТАМИНА Е 

2.1. Цель и область применения 

Этот метод позволяет определить уровень витамина Е в кормах и премиксах. Содержание витамина Е выражается в мг DL-α-токоферола ацетата на килограмм. 1 мг DL-α-токоферола ацетата соответствует 0,91 мг DL-α-токоферола (витамина Е). 

Предел квантификации составляет 2 мг витамина Е/кг. Предел квантификации достигается только с флуоресцентным детектором. С УФ-детектором, предел квантификации составляет 10 мг/кг. 

2.2. Принцип применения 

Образец подвергают гидролизу со спиртовым раствором гидроксида калия, а витамин Е экстрагируют петролейным эфиром. Растворитель отделяют испарением, а остаток растворяют в метаноле и, при необходимости, разбавляют до нужной концентрации. Содержание витамина Е определяется методом высокоэффективной жидкостной хроматографии с обращенной фазой (RP-HPLC), с использованием УФ-детектора или флуоресценции. 

2.3. Применяемые реагенты 

2.3.1. Этанол, = 96%. 

2.3.2. Петролейный эфир, промежуток кипения 40-60°C. 

2.3.3. Метанол. 

2.3.4. Раствор гидрокисида калия, с = 50 г/100 мл. 

2.3.5. Раствор аскорбата натрия, с = 10 г/100 мл (см. примечания из подпункта 2.7.7). 

2.3.6. Сульфид натрия, Na2S × xH2O (х = 7-9). 

2.3.6.1. Раствор сульфида натрия с = 0,5 моль/л глицерина, β = 120 г/л (х = 9) (см. примечания из подпункта 2.7.8). 

2.3.7. Раствор фенолфталеина, с = 2 г/100 мл в этаноле. 

2.3.8. Подвижная фаза для высокоэффективной жидкостной хроматографии: смесь метанола и воды, например, 980 + 20 (V + V). Точная пропорция определяется характеристиками используемой колонки. 

2.3.9. Азот, лишенный кислорода 

2.3.10. DL-α-токоферола ацетата, особо чистого, с сертифицированной деятельностью 

2.3.10.1. Основной раствор DL-α-токоферола ацетата: взвешивают 100 мг ацетатного DL-α-токоферола с точностью до 0,1 мг в 100 мл мерной колбе. Растворяют в этаноле и доводят до объема тем же растворителем. 1 мл этого раствора содержит 1 мг DL-α-токоферола ацетата (для УФ-контроля см. описание из подпункта 2.5.6.1.3; для устойчивости см. описание из подпункта 2.7.4). 

2.3.11. DL-α-токоферол, особо чистый, с сертифицированной деятельностью. 

2.3.11.1. Основной раствор DL-α-токоферол: взвешивают 100 мг DL-α-токоферола с отклонением 0,1 мг в 100 мл мерной колбе. Растворяют в этаноле и доводят до объема тем же растворителем. 1 мл этого раствора содержит 1 мг DL-α-токоферола ацетата (для УФ-контроля см. описание из подпункта 2.5.6.1.3; для устойчивости см. описание из подпункта 2.7.4). 

2.3.12. 2,6-ди-трет-бутил-4-метилфенол (BHT) (см. примечания из подпункта 2.7.5). 

2.4. Измерительные приборы 

2.4.1. Роторный испаритель с записывающим устройством. 

2.4.2. Лабораторная посуда коричневая. 

2.4.2.1. Плоская колба и флакон типа Эрленмейера 500 мл, с шлифованным стеклянным отверстием. 

2.4.2.2. Мерные колбы с шлифованными стеклянными пробками, с узким горлышком 10, 25, 100 и 500 мл. 

2.4.2.3. Делительные воронки конические 1 000 мл, с шлифованными стеклянными пробками. 

2.4.2.4. Колба грушевидной формы 250 мл, с отверстием из шлифованного стекла. 

2.4.3. Конденсатор Allihn, с 300 мм длиной кожуха, с сочетанием матового стекла и адаптером для поставок газа. 

2.4.4. Плиссированная фильтровальная бумага для разделения фаз диаметром 185 мм (например, Schleicher & Schuell 597 HY 1/2). 

2.4.5. ВЭЖХ оборудование с впрыскивательной системой 

2.4.5.1. Жидкая хроматографическая колонка, 250 мм х 4 мм, C18, с частицами от 5 до 10 мм или эквивалентными. 

2.4.5.2. УФ-детектор или для флуоресценции, с регулятором длины волны. 

2.4.6. Спектрофотометр с 10 мм кварцевыми клетками. 

2.4.7. Водяная баня с магнитным шейкером. 

2.4.8. Аппарат для экстракции 

2.5. Процедура подготовки 
Витамин Е чувствителен к свету (УФ) и окислению. Все операции выполняются в отсутствие света (в сосудах из коричневого стекла или защищенных алюминиевой фольгой) и кислорода (с азотным питанием). Во время экстракции воздух над жидкостью заменяется азотом (избегать избыточного давления, ослабляя раз за разом крышку). 

2.5.1. Подготовка проб 

Измельчают образец таким образом, чтобы он мог пройти через 1 мм сита, избегая образования тепла. Измельчение осуществляется непосредственно перед взвешиванием и омылением, в противном случае могут возникнуть потери витамина E. 

2.5.2. Омыление 

В зависимости от содержания витамина E взвешивают 2-25 г образца с точностью до 0,01 мг в колбе с плоским дном или в 500 мл колбе Эрленмейера. Добавляют, взбалтывая кругами, 130 мл этилового спирта, около 100 мг 2,6-ди-трет-бутил-4-метилфенола (BHT), 2 мл аскорбата натрия и 2 мл раствора сульфида натрия (см. примечание из подпункта 2.3.6). Устанавливают конденсатор к колбе и погружают его в водяную баню с магнитной мешалкой. Доводят до кипения и оставляют на 5 минут для обратного течения. Затем добавляют 25 мл раствора гидроксида калия через конденсатор Allihn и оставляют еще на 25 мин. для обратного течения, непрерывно перемешивая под слабой струей азота. Затем промывают конденсатор с 20 мл воды, а содержимое колбы охлаждают при комнатной температуре. 

2.5.3. Процедура экстракции 

Количественно перемешивают омыленный раствор путем декантирования, промывая общим объемом 250 мл воды в 1000 мл делительную воронку или аппарат для экстракции. Промывают колбу, используемую для омыления, последовательно 25 мл этанола и 100 мл петролейного эфира, а жидкость для промывания перемешивают в делительной воронке или аппарате для извлечения. Соотношение воды и этанола в комбинированных растворах должно быть примерно 2:1. Сильно встряхивают в течение 2 минут и оставляют для отстаивания в течение 2 минут. 

2.5.3.1. Экстракция с помощью разделения воронки (см. положения из подпункта 2.4.2.3) 

Когда слои отделились (см. примечание из подпункта 2.7.3), перемешивают слой петролейного эфира в другой делительной воронке. Повторяют эту экстракцию два раза с 100 мл петролейного эфира, а затем еще два раза с 50 мл петролейного эфира. 

Объединенные экстракты промывают два раза осторожно круговым перемешиванием в делительную воронку (чтобы избежать образования эмульсии) с 100 мл воды, повторяя то же с другими 100 мл воды, до тех пор, пока вода не станет бесцветной при добавлении раствора фенолфталеина (четырехкратного промывания, как правило, достаточно). Промытый экстракт фильтруют сухим многослойным фильтром для разделения фаз в целях удаления воды в суспензии и перемешивают в 500 мл мерной колбе. Промывают делительную воронку и фильтр с 50 мл петролийного эфира, доводят до объема петролийным эфиром и хорошо перемешивают. 

2.5.3.2. Экстракция с использованием аппарата для экстракции (см. примечание из подпункта 2.4.8) 

Когда слои отделились (см. примечание из подпункта 2.7.3), заменяют пробку стеклянного цилиндра вставкой обработанного стекла и помещают нижнюю часть формы “U” в регулируемую трубку таким образом, чтобы она находилась непосредственно над поверхностью. Путем применения давления над боковым стержнем при помощи азота перемешивают верхний слой петролейного эфира в делительной 1000 мл воронке. Добавляют 100 мл петролейного эфира в стеклянный цилиндр, вставляют пробку и сильно взбалтывают. Оставляют, чтобы слои отделились, и перемещают верхний слой в делительную воронку. Повторяют процедуру извлечения еще 100 мл петролейного эфира, а затем дважды порциями по 50 мл петролийного эфира и добавляет слои петролейного эфира в делительную воронку. 

Объединенные экстракты промывают петролейным эфиром, как описано в подпункте 2.5.3.1, и действуют, как описано в соответствующем подпункте. 

2.5.4. Подготовка раствора пробы для ВЭЖХ 

С помощью пипетки вводят аликвотную часть из раствора петролийного эфира (из подпункта 2.5.3.1 или 2.5.3.2) в 250 мл грушевидную колбу. Растворитель испаряется почти до высыхания при пониженном давлении в роторном испарителе при температуре бани, не превышающей 40°C. Атмосферное давление восстанавливают путем допущения азота, согласно положениям подпункта 2.3.9, и устраняют колбу из роторного испарителя. Удаляют оставшийся растворитель струей азота (см. примечание из подпункта 2.3.9.), а остаток незамедлительно растворяют в известном объеме (10-100 мл) метанола (концентрация DL-α-токоферола должна быть в пределах 5-30 μг/ мл). 

2.5.5. Определение с помощью ВЭЖХ 

Витамин E разделяется колонной с обратной фазой C18 (см. примечание из подпункта 2.4.5.1), а концентрация измеряется УФ-детектором (раздражение: 295 нм, эмиссия: 330 нм), согласно положениям, описанным в подпункте 2.4.5.2. 

Вводят аликвотную часть (например, 20 μл) раствора метанола, полученного в соответствии с положениями подпункта 2.5.4, и разбавляют подвижной фазой (см. положения подпункта 2.3.8.). Вычисляют среднюю высоту конечной части (площадь) нескольких инъекций одного и того же образца раствора и среднюю высоту (площадь) конечной части нескольких калибровочных растворителей в соответствии с положениями подпункта 2.5.6.2. 

Условия ВЭЖХ 

Условия, приведенные в таблице 2 настоящего приложения, предназначены для руководства; могут быть использованы и другие условия, если они дают идентичные результаты. 

 

	Таблица 2 

 

Условия ВЭЖХ 

 

	Измерительная техника
	Указанные значения

	Жидкая хроматографическая колонка, как указано в подпункте 2.4.5.1
	250 мм × 4 мм, C18, 5 μм или 10 μм или эквивалентные частицы

	Подвижная фаза (см. примечание из подпункта 2.3.8)
	Смесь метанола и воды, например, 980 + 20 (V + V)

	Расход
	1-2 мл/мин

	Детектор (см. примечание из подпункта 2.4.5.2)
	УФ-детектор (раздражение: 295 нм/излучения: 475 нм) или УФ-детектор (292 нм).


 

2.5.6. Калибровка (DL-α-токоферола ацетата или DL-α-токоферол) 

2.5.6.1. Стандарт DL-α-токоферола ацетата 

2.5.6.1.1. Подготовка рабочего стандартного раствора 

Вводят 25 мл остаточного DL-α-токоферола ацетата (см. примечание из подпункта 2.3.10.1.) в колбу с плоским дном или в 500 мл колбу Эрленмейера и подвергают гидролизу, как описано в подпункте 2.5.2. Далее экстрагируют петролейным эфиром в соответствии с положениями, указанными в подпункте 2.5.3, и доводят до 500 мл петролейным эфиром. Помещают для испарения 25 мл этого экстракта в роторный испаритель (см. примечание из подпункта 2.5.4), отделяют остаток растворителя с потоком азота и вновь растворяют остаток в 25 мл метанола. Номинальная концентрация этого раствора составляет 45,5 μг DL-α-токоферола на миллилитр, что эквивалентно 50 μг DL-α-токоферола на миллилитр. Рабочий стандартный раствор должен быть свежеприготовленным перед использованием. 

2.5.6.1.2. Подготовка калибровочных растворов и калибровочной кривой 

Перемещаются 1, 2, 5 и 10 мл из разбавленного рабочего стандартного раствора в ряд 20 мл градированных колб, доводят до метки метанолом и перемешивают. Номинальные концентрации этих растворов составляют 2,5, 5, 10 и 25 μг/мл DL-α-токоферола ацетата, что эквивалентно 2,28, 4,55, 9,1 μг/мл и 22,8 μг/мл DL-α-токоферола. 

Вводят по нескольку раз по 20 μл из каждого калибровочного раствора и определяют среднюю высоту (площадь) кончиков. В зависимости от средней высоты (площади) кончика рисуется калибровочная кривая. 

2.5.6.1.3. УФ-стандартизация (под воздействием ультрафиолетовых лучей) остаточного раствора DL-α-токоферола ацетата (см. примечание из подпункта 2.3.10.1) 

Разбавляют 5 мл остаточного раствора DL-α-токоферола ацетата в 25 мл этанола и измеряют УФ-спектр этого раствора в сравнении с раствором этанола в спектрофотометре, в диапазоне 250 нм и 320 нм. Предел распространения составляет 284 нм. 

 

E11% 1 см = 43,6 при 284 нм в этаноле.

 

При этом разбавлении должно получиться значение расширения между 0,84 и 0,88. 

2.5.6.2. Стандартный DL-α-токоферола 

2.5.6.2.1. Приготовление рабочего стандартного раствора 

Вводят 2 мл остаточного раствора DL-α-токоферола в 50 мл мерную колбу, растворяют в метаноле и доводят до объема метанолом. Номинальная концентрация этого раствора составляет 40 μг DL-α-токоферола на мл, что эквивалентно 44 μг DL-α-токоферола ацетата на мл. Рабочий стандартный раствор следует готовить непосредственно перед употреблением. 

2.5.6.2.2. Подготовка калибровочных растворов и калибровочной кривой 

Перемещают 1, 2, 4 и 10 мл из рабочего стандартного раствора в ряд 20 мл градированных колб, доводят до метки метанолом и перемешивают. Номинальные концентрации этих растворов составляют 2, 4, 8 и 20 μг/мл DL-α-токоферола, что эквивалентно 2,2, 4,4, 8,79 μг/мл и 22 μг/мл DL-α-токоферола ацетата. 

Вводят по нескольку раз по 20 μл из каждого калибровочного раствора и определяют среднюю высоту (площадь) кончиков. В зависимости от средней высоты (площади) кончика рисуется калибровочная кривая. 

2.5.6.2.3. УФ стандартизация (под воздействием ультрафиолетовых лучей) остаточного раствора DL-α-токоферола (см. примечание из подпункта 2.3.11.1) 

Разбавляют 2 мл остаточного раствора DL-α-токоферола в 25 мл этанола и измеряют УФ-спектр этого раствора в сравнении с раствором этанола в спектрофотометре, в диапазоне 250 нм и 320 нм. 

Предел распространения составляет 292 нм. 

 

E11% 1 см = 75,8 при 292 нм в этаноле.

 

При этом разбавлении должно получиться значение расширения, составляющее 0,6. 

2.6. Расчет результатов 

Из средней высоты (площади) конечной части витамина Е анализируемых растворов определяют концентрацию анализируемого раствора в μг/мл (подсчитанной как DL-α-токоферола ацетата) со ссылкой на калибровочную кривую (см. подпункт 2.5.6.1.2 или 2.5.6.2.2.). 

W содержание витамина Е в образце, выраженное в μг/кг, определяется по следующей формуле: 

 

w = 500 × c × V2 × 1000/V1 × m [μг/кг],

 

где: 

с = концентрация витамина Е (как DL-α-токоферола ацетата) раствора образца (см. примечание из подпункта 2.5.4), в μг/мл; 

V1 = объем анализируемого раствора (см. примечание из подпункта 2.5.4), в мл; 

V2 = отобранный аликвотный объем в подпункте 1.5.4, в мл; 

m = вес пробы в г. 

2.7. Комментарии 

2.7.1. Для образцов с низким содержанием витамина Е может быть полезно сочетание экстрактов петролейного эфира, происходящего из двух вычислений омыления (взвешенная масса: 25 г) в анализируемом растворе для определения с помощью ВЭЖХ. 

2.7.2. Масса отобранной пробы для анализа содержит не более 2 г жира. 

2.7.3. Если не происходит разделения фаз, добавляют около 10 мл этанола для раздробления эмульсии. 

2.7.4. Сразу же осуществляется спектрофотометрическое измерение раствора DL-α-токоферола ацетата или DL-α-токоферол, в соответствии с положениями подпункта 2.5.6.1.3 или 2.5.6.2.3, добавляют около 10 мг 2,6-ди-трет-бутил-4-метилфенола (ВНТ) в растворе (см. примечание из подпункта 2.3.10.1), раствор хранится в холодильнике (срок хранения не превышает четыре недели). 

2.7.5. 2,6-ди-трет-бутил-4-метилфенол (BHT) может быть заменен гидрохиноном. 

2.7.6. При использовании колонны с нормальной фазой возможно разделение токоферолов α, β, γ и δ. 

2.7.7. Раствор натрия аскорбата можно заменить приблизительно 150 мг аскорбиновой кислоты. 

2.7.8. Раствор сульфида натрия можно заменить приблизительно 50 мг ЭДТА. 

2.7.9. Ацетат витамина Е быстро гидролизуется в щелочной среде, следовательно, очень чувствителен к окислению, особенно при наличии таких микроэлементов, как железо или медь. Определение витамина Е в премиксе на уровне более 5000 мг/кг может привести к деградации витамина Е. Таким образом, для подтверждения рекомендован метод высокоэффективной жидкостной хроматографии, который включает в себя формулу для ферментного растворения витамина Е в отсутствие фазы щелочного омыления. 

2.8. Повторяемость 

Разница между результатами двух параллельных измерений, выполняемых на том же образце, не должна превышать 15% по отношению к более высокому результату. 

 

III. ОПРЕДЕЛЕНИЕ МИКРОЭЛЕМЕНТОВ ЖЕЛЕЗА, 

МЕДИ, МАРГАНЦА И ЦИНКА 

3.1. Цель и область применения 

Этот метод позволяет определять микроэлементы железа, меди, марганца и цинка в корме. Пределы квантификации составляют для: 

железа (Fe): 20 мг/кг; 

меди (Cu): 10 мг/кг; 

марганца (Mn): 20 мг/кг; 

цинка (Zn): 20 мг/кг. 

3.2. Принцип применения 

Образец помещается в раствор соляной кислоты после уничтожения органического вещества, если таковые имеются. Определяются элементы железа, меди, марганца и цинка после соответствующего разбавления методом атомно-абсорбционной спектрометрии. 

3.3. Применяемые реагенты 
Для приготовления реагентов и аналитических растворов используется вода, свободная от катионов, которые будут определены, полученная либо двойной перегонкой в стеклянном боросиликатном или кварцевом аквадистилляторе или двойной обработкой ионообменной смолой. 

Реагенты должны быть подходящими для аналитической оценки. Отсутствие элемента, который следует определить, проверяется контрольным тестом. Если необходимо, очищение реагентов должно быть продолжено. 

3.3.1. Соляная кислота (d: 1,19 г/мл). 

3.3.2. Соляная кислота (6 моль/л). 

3.3.3. Соляная кислота (0,5 моль/л). 

3.3.4. Фтористоводородная кислота 38-40% (объем/объем), содержащая железо (Fe) менее 1 мг/л и остаток после испарения менее 10 мг (в виде сульфата)/л. 

3.3.5. Серная кислота (d: 1,84 г/мл). 

3.3.6. Перекись водорода [около 100 объемов кислорода (30% по массе)]. 

3.3.7. Стандартный раствор железа (1000 μг Fe/мл), подготовленный в соответствии с положениями, указанными в подпункте 3.3.7.1, или эквивалентный раствор, использованный в торговле: растворяют 1 г железной проволоки в 200 мл соляной кислоты 6 моль/л (см. примечание из подпункта 3.3.2), добавляют 16 мл перекиси водорода и доводят до одного литра водой. 

3.3.7.1. Стандартный рабочий раствор железа (100 μг Fe/мл), подготовленный путем разбавления одной части стандартного раствора 9 частями воды. 

3.3.8. Стандартный рабочий раствор меди (Cu 1000 μг/мл), подготовленный согласно описаниям из подпункта 3.3.8.1, или эквивалентный раствор, используемый в торговле: растворяют 1 г медного порошка в 25 мл соляной кислоты 6 моль/л (см. примечание из подпункта 3.3.2), добавляя 5 мл перекиси водорода и доводя до одного литра водой. 

3.3.8.1. Стандартный рабочий раствор меди (Cu 10 μг/мл), подготовленный путем разбавления одной части стандартного раствора (см. примечание из подпункта 3.3.8) 9 частями воды, и затем разбавляя часть полученного раствора с 9 частями воды. 

3.3.9. Стандартный раствор марганца (1000 μг Mn/мл), подготовленный в соответствии с положениями, указанными в подпункте 3.3.9.1, или эквивалентный раствор, используемый в торговле: растворяют 1 г марганцевой пыли в 25 мл соляной кислоты 6 моль/л (см. примечание из подпункта 3.3.2) и доводят до одного литра водой. 

3.3.9.1. Стандартный рабочий раствор марганца (Mn 10 μг/мл), подготовленный путем разбавления одной части стандартного раствора 9 частями воды и затем разбавляя часть полученного раствора с 9 частями воды. 

3.3.10. Стандартный раствор цинка (1000 μг Zn/мл), подготовленный согласно указаниям, описанным в подпункте 3.3.10.1, или эквивалентный раствор, используемый в торговле: растворяют 1 г цинка в виде полоски или листка в 25 мл соляной кислоты 6 моль/л (см. примечание из подпункта 3.3.2) и доводят до одного литра водой. 

3.3.10.1. Стандартный рабочий раствор цинка (10 мг Zn/мл), подготовленный путем разбавления одной части стандартного раствора 9 частями воды, а затем разбавления части полученного раствора с 9 частями воды. 

3.3.11. Раствор хлоридного лантана: растворяют 12 г оксида лантана в 150 мл воды, добавляют 100 мл соляной кислоты 6 моль/л (см. примечание из подпункта 3.3.2) и доводят до одного литра водой. 

3.4. Измерительные приборы 

3.4.1. Муфельная печь с регулируемой температурой и, желательно, с записывающим устройством. 

3.4.2. Стекло должно быть боросиликатное, прочное и рекомендуется использование оборудования, предназначенного исключительно для определения олигоэлементов. 

3.4.3. Спектрофотометр для атомного поглощения, который отвечает требованиям чувствительности и точности в необходимом диапазоне. 

3.5. Процедура подготовки 

Важно, чтобы при измерении микроэлементов учитывался риск загрязнения, в частности, цинком, медью и железом. Поэтому оборудование, используемое при подготовке образцов, не должно содержать эти металлы. 

Для снижения общего риска загрязнения работают в среде, не содержащей пыли, используется очень осторожно чистое оборудование и тщательно вымытая посуда. Определение цинка является особенно чувствительным ко многим типам загрязнений, например, через посуду, реактивы, пыль и т.д. 

Вес образца, который предстоит кальцинировать, вытекает из приблизительного количества микроэлементов в кормах, в зависимости от чувствительности используемого спектрофотометра. Для некоторых видов кормов, бедных микроэлементами, может быть необходимо начать с образца 10-20 г и дополнить окончательный раствор до 100 мл. 

Сжигание должно осуществляться в закрытой печи без введения воздуха или кислорода. 

Температура, показываемая пирометром, не должна превышать 475°C. 

3.5.1. Образец, содержащий органическое вещество 

3.5.1.1. Сжигание и приготовление раствора для анализа 

3.5.1.1.1. Соблюдая положения пункта 3.5 вводят 5-10 г взвешенной пробы с точностью до 0,2 мг в кварцевый или платиновый тигель, сушат в духовке при температуре 105°C и вводят тигль в ненагретую муфельную печь. Закрывают печь и постепенно повышают температуру до 450-475°С в течение примерно 90 минут. Поддерживают эту температуру в течение 4-16 часов (например, ночью), чтобы удалить углеродистый материал, а затем открывают духовку и дают ему остыть. 

Увлажняют золу водой и переносят полученное вещество в 250 мл лабораторный стакан. Промывают тигель общим количеством около 5 мл соляной кислоты (см. примечание из подпункта 3.3.1), добавляя ее медленно и аккуратно в лабораторный стакан (может быть сильная реакция в связи с образованием CO2). Добавляют соляную кислоту (см. примечание из подпункта 3.3.1) капля за каплей, перемешивая, пока кипение не прекратится. Испаряется до полного высыхания, захватывая его время от времени стеклянной палочкой. 

Затем добавляют 15 мл соляной кислоты 6 моль/л (см. примечание из подпункта 3.3.2) к остатку и около 120 мл воды. Смешивают стеклянной палочкой, которая оставляется в лабораторном стакане, и прикрывают стакан часовым стеклом. Доводят медленно до кипения и оставляют до точки кипения пока пепел полностью не растворится. Фильтруют беззольной фильтровальной бумагой и собирают фильтрат в 250 мл мерную колбу. Промывают лабораторный стакан и фильтруют 5 мл горячей соляной кислотой 6 моль/л (см. примечание из подпункта 3.3.2) и дважды кипятком. Наполняют мерную колбу водой до метки (концентрация HCl: около 0,5 моль/л). 

3.5.1.1.2. Если остаток из фильтра черный (уголь), вновь помещается в печь и кальцинируется снова при 450-475°C. 

Кальцинирование, которое требует только несколько часов (3-5 часа), считается завершенным, когда пепел становится белым или почти белым. 

Остаток растворяется с приблизительно 2 мл соляной кислоты, в соответствии с положениями подпункта 3.3.1, подвергается испарению до высушивания и добавляется 5 мл соляной кислоты 6 моль/л (см. примечание из подпункта 3.3.2). Нагревают, фильтруют раствор в мерную колбу и заливают водой до отметки (концентрация HCl: приблизительно 0,5 моль/л). 

3.5.1.2. Спектрофотометрическое определение 

3.5.1.2.1. Подготовка калибровочных растворов 

Для каждого из элементов, которые будут определены, подготавливается рабочий стандартный раствор, описанный в подпунктах 3.3.7.1, 3.3.8.1, 3.3.9.1 и 3.3.10.1 ряда калибровочных растворов, каждый калибровочный раствор, имеющий концентрацию HCl, составляющую около 0,5 моль/л и (для железа, марганца и цинка) концентрацию хлоридного лантана, равнозначную 0,1% (вес/объем). 

Концентрации отдельных микроэлементов должны быть в пределах чувствительности используемого спектрофотометра. В таблицах 3, 4, 5 и 6 представлены композиции типичных наборов калибровочных растворов. 

 

	Таблица 3 

 

Концентрация железа 

 

	Единица измерения
	Указанные значения

	μг Fe/мл
	0
	0,5
	1
	2
	3
	4
	5

	мл рабочего стандартного раствора (см. примечание из подпункта 3.3.7.1) (1 мл = 100 μг железа)
	0
	0,5
	1
	2
	3
	4
	5

	мл HCl (см. примечание из подпункта 1.3.2)
	7
	7
	7
	7
	7
	7
	7

	+ 10 мл раствора хлорида лантана (описанного в подпункте 3.3.11) и доводят до 100 мл водой


 

 

	Таблица 4 

 

Концентрация меди

 

	Единица измерения
	Указанные значения

	μг Cu/мл
	0
	0,1
	0,2
	0,4
	0,6
	0,8
	1

	мл рабочего стандартного раствора (см. примечание из подпункта 3.3.8.1) (1 мл = 10 μг меди)
	0
	1
	2
	4
	6
	8
	10

	мл HCl (см. примечание из подпункта 1.3.2)
	8
	8
	8
	8
	8
	8
	8


 

 

	Таблица 5 

 

Концентрация марганца 

 

	Единица измерения
	Указанные значения

	μг Mn/mл
	0
	0,1
	0,2
	0,4
	0,6
	0,8
	1

	мл рабочего стандартного раствора (см. примечание из подпункта 3.3.9.1) (1 мл = 10 μг Mn)
	0
	1
	2
	4
	6
	8
	10

	мл HCl (см. примечание из подпункта 1.3.2)
	7
	7
	7
	7
	7
	7
	7

	+ 10 мл раствора хлорида лантана (описанного в подпункте 3.3.11) и доводят до 100 мл водой


 

 

	Таблица 6 

 

Концентрация цинка 

 

	Единица измерения
	Указанные значения

	μг Zn/mл
	0
	0,05
	0,1
	0,2
	0,4
	0,6
	0,8

	мл рабочего стандартного раствора (см. примечание из подпункта 3.3.10.1) (1 мл = 10 μг Zn)
	0
	0,5
	1
	2
	4
	6
	8

	мл HCl (см. примечание из подпункта 1.3.2)
	7
	7
	7
	7
	7
	7
	7

	+ 10 мл раствора хлорида лантана (описанного в подпункте 3.3.11) и доводят до 100 мл водой


 

 

 

3.5.1.2.2. Приготовление раствора для анализа 

Для определения меди раствор, приготовленный согласно подпункту 3.5.1.1, обычно можно использовать напрямую. При необходимости получения концентрации в пределах калибровочных растворов, аликвотную часть можно перенести в 100 мл мерную колбу и заполнить до отметки соляной кислотой 0,5 моль/л (см. примечание из подпункта 3.3.3). 

Для определения железа, марганца и цинка можно перенести аликвотную часть из раствора, приготовленного в подпункте 3.5.1.1 в 100 мл мерную колбу, добавить 10 мл раствора хлорида лантана и заполнить до отметки соляной кислотой 0,5 моль/л, указанной в подпункте 3.3.3 (см. также подпункт 3.8 настоящего приложения). 

3.5.1.2.3. Контрольный тест 

Контрольный тест должен включать в себя все действия, описанные в процедуре подготовки, за исключением случаев, когда образец материала пропущен. Калибровочный раствор “0” не должен использоваться в качестве контрольного. 

3.5.1.2.4. Измерение атомного поглощения 

Измеряется атомное поглощение калибровочного раствора и раствора, подлежащего анализу с помощью окислительно-воздушного пламени ацетилена на следующих длинах волн: 

Fe: 248,3 нм 

С: 324,8 нм 

М: 279,5 нм 

Zn: 213,8 нм. 

Каждое измерение производится четыре раза. 

3.5.2. Минеральные корма 

Если образец не содержит органических веществ, предварительное кальцинирование не является необходимым. Действуют согласно описаниям из подпункта 3.5.1.1.1. Испарение с фтористоводородной кислотой может быть пропущено. 

3.6. Расчет результатов 

С помощью калибровочной кривой подсчитывается концентрация микроэлементов в растворе, подлежащем анализу, и результат выражается в мг микроэлементов на кг пробы (ppm). 

3.7. Повторяемость 

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

а) 5 мг/кг в абсолютной величине, при содержании данных микроэлементов до 50 мг/кг; 

b) 10 мг/кг в верхнем указании, при содержании данных микроэлементов от 50 до 100 мг/кг; 

c) 10 мг/кг, в абсолютной величине, при содержании данных микроэлементов от 100 до 200 мг/кг; 

d) 5%, в верхнем указании, при содержании данных микроэлементов свыше 200 мг/кг. 

3.8. Комментарии 

Наличие большого количества фосфатов может влиять на определение железа, марганца и цинка. Такая интерференция должна корректироваться путем добавления раствора хлоридного лантана. Однако если в образце соотношение веса Ca + Mg/P > 2, добавление раствора хлорида лантана в анализируемый раствор и калибровочный раствор можно пропустить. 

 

IV. ОПРЕДЕЛЕНИЕ СОДЕРЖАНИЯ ГАЛОФУГИНОНА 

DL-транс-7-бром-6-хлор-3-[3-(3-хидрокси-2-пиперидинил)ацетонил]- киназолин-4-3Н)-он-гидробромид 

4.1. Цель и область применения 

Метод позволяет определить содержание галофугинона в корме. Предел квантификации составляет 1 мг/кг. 

4.2. Принцип применения 

После обработки горячей водой галофугинон извлекается в виде свободного основания в этилацетате, а затем отделяется в виде гидрохлорида в водном растворе кислоты. Экстракт очищают ионообменной хроматографией. Содержание галофугинона определяется высокоэффективной жидкостной хроматографией с обращенной фазой (RP-HPLC), с использованием УФ-детектора. 

4.3. Применяемые реагенты 

4.3.1. Ацетонитрил ВЭЖХ качества. 

4.3.2. Смола Amberlite XAD-2. 

4.3.3. Ацетат аммония. 

4.3.4. Этилацетат. 

4.3.5. Ледяная уксусная кислота. 

4.3.6. Стандартный раствор галофугинона (DL-транс-7-бром-6-хлор-3-[3-(3-хидрокси-2-пиперидинил)ацетонил]-киназолин-4-3Н)-он-гидробромид, Е 764) 

4.3.6.1. Стандартный остаточный раствор галофугинона, 100 μг/мл 

Взвешивают, с точностью до 0,1 мг, 50 мг галофугинона в 500 мл мерной колбе, растворяют в аммиачном буферном растворе уксусной кислоты, заполняют до знака буферным раствором и перемешивают. Этот раствор является стабильным в течение трех недель при 5°С, при хранении в темном месте. 

4.3.6.2. Калибровочный раствор 

Переводят 1, 2, 3, 4 и 6 мл из рабочего стандартного остаточного раствора в ряд 100 мл градуированных колб. Заполняют до метки подвижной фазой (см. примечание из подпункта 4.3.21) и перемешивают. Растворы имеют концентрацию, составляющую 1, 2, 3, 4 и 6 мг/мл галофугинона. Эти растворы приготавливают непосредственно перед использоваием. 

4.3.7. Соляная кислота (ρ20 около 1,16 г/мл). 

4.3.8. Метанол. 

4.3.9. Нитрат серебра. 

4.3.10. Натрий аскорбат. 

4.3.11. Карбонат натрия. 

4.3.12. Хлорид натрия. 

4.3.13. ЭДTA (этилендиаминтетрауксусная кислота, динатриевая соль). 

4.3.14. Вода ВЭЖХ качества. 

4.3.15. Раствор карбоната натрия, с = 10 г/100 мл. 

4.3.16. Раствор карбоната натрия, насыщенный хлоридом натрия, с = 5 г/100 мл 

Растворяют 50 г карбоната натрия в воде, разбавляют на 1 л и добавляют раствор хлорида натрия до полного насыщения. 

4.3.17. Соляная кислота, примерно 0,1 моль/л 

Разбавляют 10 мл соляной кислоты в воде до 1 литра. 

4.3.18. Буферный раствор ацетата аммония, 0,25 моль/л 

Растворяют 19,3 г ацетата аммония и 30 мл ледяной уксусной кислоты в воде ВЭЖХ качества и разбавляют до 1 л. 

4.3.19. Подготовка смолы Amberlite XAD-2 

Промывают водой соответствующее количество Amberlite до удаления всех ионов хлорида, как показывает анализ нитратом серебра, в соответствии с положениями подпункта 4.3.20, проводимый на выведенной водяной фазе. Затем промывают смолу с 50 мл метанола, удаляют метанол и хранят смолу в свежем метаноле. 

4.3.20. Раствор нитрата серебра, 0,1 моль/л 

Растворяют 0,17 г нитрата серебра в 10 мл воды. 

4.3.21. ВЭЖХ с подвижной фазой 

Смешивают 500 мл ацетонитрила качества ВЭЖХ с 300 мл буферным раствором ацетатного аммония и 1200 мл воды ВЭЖХ качества. Корректируется значение рН до 4,3 с использованием ледяной уксусной кислоты. Пропускают через фильтр, составляющий 0,22 μм (см. примечание из подпункта 4.4.8) и подвергают раствор сухой перегонке (например, ультразвуком в течение 10 минут). Этот раствор является стабильным в течение одного месяца, при хранении в закрытой посуде в темном месте. 

4.4. Измерительные приборы 

4.4.1. Ультразвуковая ванна. 

4.4.2. Роторный испаритель с записывающим устройством. 

4.4.3. Центрифуга. 

4.4.4. ВЭЖХ оборудование с УФ-детектором с переменной длиной волны или детектор с диодной матрицей 

4.4.4.1. Жидкая хроматографическая колонка, 300 мм × 4 мм, C18 10 μм частицы или эквивалентная колонна. 

4.4.5. Стеклянная колонка (300 мм × 10 мм), оснащенная стеклянным фильтром и закрывающимся краном. 

4.4.6. Стекловолоконный фильтр диаметром 150 мм. 

4.4.7. Мембранный фильтр 0,45 мм. 

4.4.8. Мембранный фильтр 0,22 мм. 

4.5. Процедура подготовки 
Галофугинон в виде свободного основания нестабилен в щелочном растворе или этилацетате. Он не должен оставаться в этилацетате более 30 минут. 

4.5.1. Общие принципы 

4.5.1.1. Рассматриваются контрольные корма, чтобы убедиться в отсутствии галофугинона и интерферентных веществ. 

4.5.1.2. Выполняется тест для восстановления путем анализа контрольного корма, который был обогащен путем добавления количества галофугинона, подобного тому, который присутствует в образце. Для получения концентрации, состоящей из 3 мг/кг, добавляют 300 μл из стандартного остаточного раствора к 10 г контрольного корма, перемешивают и оставляют на 10 минут перед началом экстракции, в соответствии с положениями, указанными в подпункте 4.5.2. 

Согласно этому методу, контрольный корм по типу аналогичен образцу, а при анализе галофугинон не выявлен. 

4.5.2. Процедура экстракции 

Взвешивают, с точностью до 0,1 г, 10 г подготовленного образца в 200 мл центрифужную пробирку, добавляют 0,5 г натрия аскорбата, 0,5 г ЭДТА (этилендиаминтетрауксусной кислоты, соли натрия) и 20 мл воды, затем перемешивают. Помещают колбу в водяную баню на 5 мин (80°C). После охлаждения при комнатной температуре добавляют 20 мл раствора карбоната натрия и перемешивают. Добавляют тотчас 100 мл этилацетата и сильно взбалтывают вручную в течение 15 секунд. Затем колбу помещают в ультразвуковую ванну на 3 минуты и ослабляют пробку. Центрифугируют в течение 2 минут и отстаивают этиловую фазу ацетата через фильтр из стекловолокна в 500 мл делительную воронку. Повторяют экстракцию образца со вторым количеством, составляющим 100 мл этилацетата. Промывают объединенные экстракты в течение 1 минуты с 50 мл насыщенного карбоната натрия и хлорида натрия и удаляют водяной слой. 

Экстрагируют органический слой в течение 1 минуты с 50 мл соляной кислоты. Нижний слой кислоты проходит через 250 мл делительную воронку. Заново экстрагируют органический слой в течение 1,5 мин с другим количеством 50 мл соляной кислоты, а затем соединяют с первым экстрактом. Промывают объединенные экстракты кислотой круговым встряхиванием в течение 10 секунд с 10 мл этилацетата. 

Количественно переводят водяной слой в 250 мл круглодонную колбу и отклоняют органическую фазу. Из кислого раствора испаряется весь остаток этилового ацетата, с использованием роторного испарителя с записывающим устройством. 

Температура ванны не должна превышать 40°C. Под давлением, составляющим 25 мбар, все остаточное количество этилового ацетата отделяют в течение 5 минут при температуре 38°C. 

4.5.3. Очистка 

4.5.3.1. Подготовка колонки Amberlite 

Для каждого экстрактного образца подготавливают по данной колонке XAD-2. Перемещают 10 г подготовленного Amberlite в стеклянную колонку с метанолом. Вставляют маленькую ватную пробку над смоловой подушкой. Сливают метанол из колонки и промывают смолу с 100 мл воды, останавливая поток по мере поступления жидкости в верхнюю часть смоловой подушки. Оставляют колонку для уравновешивания в течение 10 минут перед использованием. Никогда не оставляют колонку для просушки. 

4.5.3.2. Очистка образца 

Переводится количество экстракта, полученного в соответствии с положениями подпункта 4.5.2, в верхнюю часть подготовленной колонки Amberlite и элюируют, затем удаляется элюат. Процент разбавления не должен превышать 20 мл/мин. Промывается круглодонная колба 20 мл соляной кислоты, а затем она используется для мытья смоловой колонки. Продуваются оставшиеся следы кислотного раствора потоком воздуха. Удаляют промывочную жидкость. Добавляют 100 мл метанола в колонну и разбавляют 5-10 мл; собирают элюат в круглодонную колбу на 250 мл. Оставляют остаток метанола в течение 10 минут для уравновешивания со смолой и продолжают элюирование, пока процент разбавления не превысит 20 мл/мин, собирая элюат в ту же круглодонную колбу. Метанол выпаривается на роторном испарителе с записывающим устройством; температура водяной бани не должна превышать 40°C. Количество остатка переводится в 10 мл мерную колбу, с использованием ВЭЖХ подвижной фазой. Заполняют до метки подвижной фазой и перемешивают. Фильтруют аликвотную часть через мембранный фильтр. 

Этот раствор хранится для определения с помощью ВЭЖХ (см. примечание из подпункта 4.5.4). 

4.5.4. Определение с помощью ВЭЖХ 

4.5.4.1. Допустимые параметры 

Условия, указанные в таблице 7, предлагаются в качестве руководства: могут применяться и другие условия, если они дают эквивалентные результаты. 

 

	Таблица 7 

 

ВЭЖХ условия 

 

	Измерительная техника
	Указанные значения

	Жидкая хроматографическая колонна
	300 мм × 4 мм, C18, 10 μм или эквивалентные частицы

	Мобильная фаза
	Смесь, описанная в подпункте 1.3.21

	Поток
	1,5 – 2 мл/мин

	Определение длины волны
	243 нм

	Объем инъекции
	40 – 100 μл.


 

Стабильность хроматографической системы проверяется путем введения несколько раз калибровочного раствора, содержащего 3 μг/мл, до получения высоты (площади) конечников и постоянного времени удержания. 

4.5.4.2. Калибровочная кривая 

Вводят каждый калибровочный раствор по нескольку раз и определяют высоту (площадь) пиков для каждой концентрации. Рисуют калибровочную кривую, используя высоты (площади) пиков средних калибровочных растворов, как ординаты и соответствующую концентрацию в μг/мл, как абсциссы. 

4.5.4.3. Растворный образец 

Вводят образец экстракта (см. примечание подпункта 4.5.3.2) несколько раз, используя тот же объем, который используется для калибровки раствора и определяются высоты (площади) пиков, средних для пиков галофугинона. 

4.6. Расчет результатов 
Концентрация растворного образца в μг/мл определяется, начиная со средней высоты (площади) пиков галофугинона анализируемого раствора со ссылкой на калибровочную кривую. 

Содержание галофугинона w (мг/кг) образца определяется следующим образом: 

 

w = c × 10/m,

 

где: 

с = концентрация галофугинона растворного образца в мг/мл; 

m = вес пробы в граммах. 

4.7. Проверка результатов 

4.7.1. Идентификация 

Идентификация аналита может быть подтверждена кохроматографией или с использованием детектора группы диодов, с которым сравнивается спектр извлечения образца при калибровке раствора, содержащий 6 μг/мл. 

4.7.1.1. Кохроматография 

Образец экстракта обогащен путем добавления соответствующего количества калибровочного раствора. Количество добавленного галофугинона должно быть идентично предполагаемому количеству галофугинона, обнаруженного в пробе экстракта. 

Принимая во внимание количество добавленного, а также разбавленного экстракта, увеличивается только пик галофугинона. Ширина конечников на половине максимальной высоты должна быть в пределах ±10% от исходной ширины. 

4.7.1.2. Обнаружения с помощью группы диодов 

Результаты оцениваются по следующим критериям: 

а) длина волны максимального поглощения образца и стандартных спектров, зарегистрированная на максимальном пике хроматограммы, не должна быть одинаковой в пределах маржи, установленной силой разрешения системы обнаружения. Для диодно-матричного обнаружения она составляет порядка ± 2 нм; 

b) между 225 и 300 нм стандартные образцы и спектры, зарегистрированные на максимальном пике хроматограммы, не должны отличаться для частей спектра, расположенных между 10 и 100% из относительной абсорбции. Этот показатель считается выполненным при наличии того же максимального уровня и если отклонение между двумя спектрами не превышает в любой обнаруженной точке 15% от поглощения стандартного аналита; 

c) между 225 и 300 нм спектры восходящей кривой максимального уровня и пика восходящей кривой, созданного экстрактом образца, не должны отличаться для частей спектра, расположенных между 10 и 100% из относительной абсорбции. Этот показатель считается выполненным при наличии того же максимального уровня и если отклонение между двумя спектрами не превышает в любой обнаруженной точке 15% от поглощения спектра максимальной точки. 

Если один из этих критериев не выполняется, наличие аналита не подтверждается. 

4.7.2. Повторяемость 

Разница между результатами двух параллельных измерений, выполняемых на том же образце, не должна превышать 0,5 мг/кг на содержание галофугинона до 3 мг/кг. 

4.7.3. Процедура восстановления 

Для обогащенного контрольного образца восстановление составляет менее 80%. 

 

V. ОПРЕДЕЛЕНИЕ СОДЕРЖАНИЯ РОБЕНИДИНА 

Гидрохлорид 1,3-бис [(4-хлорбензилиден) амино] гуанидина 

5.1. Цель и область применения 

Метод позволяет определить робенидин в корме. Предел квантификации составляет 5 мг/кг. 

5.2. Принцип применения 
Образец извлекается подкисленным метанолом. Экстракт сушат и одна аликвотная часть очищается в колонне, состоящей из оксида алюминия. Робенидин промывается из колонки с метанолом, накапливается и заливается до соответствующего объема с подвижной фазой. Содержание робенидина определяется высокоэффективной жидкостной хроматографией с обращенной фазой (RP-ВЭЖХ), с использованием УФ-детектора. 

5.3. Применяемые реагенты 

5.3.1. Метанол. 

5.3.2. Подкисленный метанол 

Перемещают 4 мл соляной кислоты (ρ20 = 1,18 г/мл) в 500 мл мерную колбу, заполняют до нужного объема метанолом и перемешивают. Раствор готовят непосредственно перед употреблением. 

5.3.3. Ацетонитрил ВЭЖХ-качества. 

5.3.4. Молекулярное сито 

Тип 3А, 8-12 узлов сетки (узлы от 1,6 до 2,5 мм, кристаллический алюмосиликат, диаметр пор составляет 0,3 мм). 

5.3.5. Оксид алюминия, деятельность кислоты, уровень I для колоночной хроматографии 

Перемещают 100 г оксида алюминия в подходящую емкость и добавляют 2 мл воды. Закрывают и встряхивают в течение 20 минут. Хранят в плотно закрытой таре. 

5.3.6. Раствор дигидрофосфата калия, с = 0,025 моль/л 

Растворяют 3,4 г дигидрофосфата калия в воде (ВЭЖХ-качества) в мерной колбе на 1000 мл, дополняют до нужного уровня и перемешивают. 

5.3.7. Кислотный динатрийфосфатный раствор, с = 0,025 моль/л 

Растворяют 3,55 г безводной динатрийфосфатной кислоты (4,45 г дегидрата или 8,95 г додекагидрата) в воде (ВЭЖХ качества) в 1 л мерной колбе, доводят до метки и перемешивают. 

5.3.8. ВЭЖХ подвижной фазы 

Смешиваются следующие реагенты: 

650 мл ацетонитрила, ВЭЖХ качества; 

250 мл воды (ВЭЖХ качества); 

50 мл калия дигидрофосфата; 

50 мл кислого раствора фосфата динатрия. 

Пропускают через фильтр 0,22 μм (см. примечание из подпункта 5.4.6) и подвергают раствор дегазации (например, ультразвуковым способом в течение 10 минут). 

5.3.9. Стандартное вещество 

Чистый робенидин: гидрохлорид 1,3-бис [(4-клорбензилиден) амино] гуанидина. 

5.3.9.1. Стандартный остаточный раствор робенидина: 300 μг/мл 

Взвешивают, с точностью до 0,1 мг, 30 мг чистого стандартного вещества робенидина. Растворяют в подкисленном метаноле в 100 мл мерной колбе, заполняют до метки тем же растворителем и перемешивают. Обертывают колбу алюминиевой фольгой и хранят в темном месте. 

5.3.9.2. Стандартный промежуточный раствор робенидина: 12 μг/мл 

Перемещают 10 мл стандартного остаточного раствора в 250 мл мерную колбу, заполняют до объема подвижной фазы ВЭЖХ и перемешивают. Обвертывают колбу алюминиевой фольгой и хранят в темном месте. 

5.3.9.3. Калибровочный раствор 

Переносят 5, 10, 15, 20 и 25 мл стандартного промежуточного раствора в серию мерных флаконов по 50 мл. 

Заполняют до объема подвижной фазы ВЭЖХ и перемешивают. Этот раствор соответствует концентрации 1,2, 2,4, 3,6, 4,8 и 6 μг/мл робенидина. Растворы готовят непосредственно перед употреблением. 

5.3.10. Вода качества ВЭЖХ. 

5.4. Измерительные приборы 

5.4.1. Стеклянная колонка 

Изготовлена из коричневого стекла, оснащена краном и резервуаром емкостью около 150 мл, диаметр 10-15 мм, длина 250 мм. 

5.4.2. Механический или магнитный шейкер. 

5.4.3. Роторный испаритель с записывающим устройством. 

5.4.4. ВЭЖХ оборудование с УФ-детектором с переменной длиной волны или диодно-матричным детектором, работающим в диапазоне 250-400 нм 

5.4.4.1. Жидкая хроматографическая колонка, 300 мм × 4 мм, C18, 10 μм частицы или эквивалентная колонна. 

5.4.5. Бумажный фильтр из стекловолокна (Ватман GF/или эквивалент). 

5.4.6. Мембранный фильтр, 0,22 μм. 

5.4.7. Мембранный фильтр, 0,45 μм. 

5.5. Процедура подготовки 
Робенидин чувствителен к свету. Для всех операций с использованием коричневого стекла. 

5.5.1. Общие принципы 

5.5.1.1. Рассматриваются контрольные корма, чтобы убедиться в отсутствии робенидина и интерферентных веществ. 

5.5.1.2. Выполняется тест для восстановления путем анализа контрольного корма, который был обогащен путем добавления количества робенидина, подобного тому, который присутствует в образце. Для получения концентрации 60 мг/кг перемещают 3 μл из стандартного остаточного раствора в 250 мл колбу Эрленмейера. Раствор испаряется примерно до 0,5 мл потоком азота. Добавляют 15 г контрольного корма, перемешивают и ждут 10 минут до начала этапа по экстракции, в соответствии с положениями подпункта 5.5.2. 

Для этого метода контрольный корм аналогичен по типу образцу, а при анализе робенидин не выявляется. 

5.5.2. Процедура экстракции 

Взвешивают, с точностью до 0,01 г, около 15 г образца препарата. Перемещают в 250 мл колбу Эрленмейера и добавляют 100 мл подкисленного метанола, закрывают пробкой и встряхивают в течение 1 часа в шейкере. Фильтруют раствор через бумажный фильтр из стекловолокна и собирают весь фильтрат в 150 мл колбе Эрленмейера. Добавляют 7,5 г молекулярного сита, закрывают пробкой и встряхивают в течение 5 минут. Фильтруют сразу через бумажный фильтр из стекловолокна. Хранят этот раствор для стадии очистки (см. примечание из подпункта 5.5.3). 

5.5.3. Процедура очистки 

5.5.3.1. Подготовка колонки окиси алюминия 

Вставляют небольшой тампон ваты в нижнюю часть стекла колонки и толкают с помощью стеклянной палочки. Взвешивают 11 г подготовленной окиси алюминия и перемещают в колонку. На этом этапе важно, чтобы воздействие воздуха было сведено к минимуму. Слегка ударяют загруженную колонку на нижнем конце, чтобы позволить урегулировать окись алюминия. 

5.5.3.2. Очистка образца 

Перемещают в колонку пипеткой 5 мл экстракта подготовленного образца в соответствии с положениями, указанными в подпункте 5.5.2. Кончик пипетки поддерживают вблизи стенки колонки, чтобы раствор мог быть поглощен оксидом алюминия. Робенидин разбавляют из колонки, используя 100 мл метанола, со скоростью 2-3 мл/мин. и собирают раствор в круглодонную колбу на 250 мл. Выпаривают раствор метанола до высушивания при пониженном давлении до 40°C с помощью роторного испарителя с записывающим устройством. Повторно растворяют остаток в 3-4 мл мобильной фазой ВЭЖХ и перемещают количественно в мерную колбу объемом 10 мл. Промывают колбу несколько раз количеством 1-2 мл подвижной фазы и перемещают разбавленную жидкость в мерную колбу. Заполняют до объема тем же растворителем и перемешивают. Фильтруют аликвотную часть через мембранный фильтр 0,45 μм. Этот раствор хранят для определения с помощью ВЭЖХ. 

5.5.4. Определение с помощью ВЭЖХ 

5.5.4.1. Допустимые параметры 

Условия, указанные в таблице 8, предлагаются в качестве руководства. Могут применяться и другие условия, если они дают эквивалентные результаты. 

 

	Таблица 8 

 

ВЭЖХ условия 

 

	Измерительная техника
	Указанные значения

	Жидкая хроматографическая колонна
	300 мм × 4 мм, C18, 10 μм или эквивалентные частицы

	Мобильная фаза
	Смесь, описанная в подпункте 5.3.8

	Поток
	1,5-2 мл/мин

	Длина волны определения
	317 нм

	Объем инъекции
	20-50 μл.


 

Стабильность хроматографической системы проверяется путем введения несколько раз калибровочного раствора, содержащего 3,6 μг/мл, до получения высоты (площади) конечников и постоянного времени удержания. 

5.5.4.2. Калибровочная кривая 

Вводят каждый калибровочный раствор по нескольку раз и определяют высоту (площадь) пиков для каждой концентрации. Рисуют калибровочную кривую, используя высоту (площадь) пиков средних калибровочных растворов, как ординаты и соответствующей концентрации в μг/мл как абсциссы. 

5.5.4.3. Растворный образец 

Вводят несколько раз образец экстракта, полученный в соответствии с положениями подпункта 5.5.3.2, используя тот же объем, как в случае калибровочных растворов и определяют среднюю высоту (площадь) пиков для кончиков робенидина. 

5.6. Расчет результатов 

Из средней высоты (площади) кончиков робенидина из растворного образца определяется концентрация в μг/мл растворного образца со ссылкой на калибровочную кривую. 

Содержание робенидина в (мг/кг) в образце определяется следующей формулой: 

 

W = c × 200/m,

 

где: 

с = концентрация робенидина из растворного образца в мг/мл; 

m = вес пробы в граммах. 

5.7. Проверка результатов 
5.7.1. Идентификация 

Идентификация аналита может быть подтверждена кохроматографией или с использованием детектора группы диодов, с которым сравнивается спектр извлеченного образца при калибровке раствора, содержащего 6 μг/мл. 

5.7.1.1. Кохроматография 

Образец экстракта обогащен путем добавления соответствующего количества калибровочного раствора. 

Количество добавленного робенидина должно быть идентично предполагаемому количеству робенидина, обнаруженного в пробе экстракта. 

Только высота кончиков робенидина увеличивается с учетом добавленного количества, а также разбавленного экстракта. Ширина конечников на половине максимальной высоты должна находиться в пределах ±10% от исходной ширины. 

5.7.1.2. Обнаружения с помощью группы диодов 

Результаты оцениваются по следующим критериям: 

а) длина волны максимального поглощения образца и стандартных спектров, зарегистрированная на максимальном пике хроматограммы, должна быть одинаковой в пределах маржи, установленной силой разрешения системы обнаружения. Для диодно-матричного обнаружения составляет порядка ± 2 нм; 

b) между 225 и 400 нм стандартные образцы и спектры, зарегистрированные на максимальном пике хроматограммы, не должны отличаться для частей спектра, расположенных между 10 и 100% относительной абсорбции. Этот показатель считается выполненным при наличии того же максимального уровня и когда отклонение между двумя спектрами не превышает в любой обнаруженной точке 15% от поглощения стандартного аналита; 

c) между 225 и 400 нм спектры восходящей кривой, максимального уровня и пика восходящей кривой, созданные экстрактом образца, не должны отличаться для частей спектра, расположенных между 10 и 100% относительной абсорбции. Этот показатель считается выполненным при наличии того же максимального уровня и когда отклонение между двумя спектрами не превышает в любой обнаруженной точке 15% от поглощения спектра максимальной точки. 

Если один из этих критериев не выполняется, наличие аналита не подтверждается. 

5.7.2. Повторяемость 

Разница между результатами двух параллельных измерений, выполняемых на том же образце, не должна превышать 10% наибольшеого значения на содержание робенидина, превышающего 15 мг/кг. 

5.7.3. Процедура восстановления 

Для обогащенного контрольного образца восстановление составляет менее 85%. 

 

VI. ОПРЕДЕЛЕНИЕ СОДЕРЖАНИЯ ДИКЛАЗУРИЛА 

(+)-4-хлорфенил [2,6-дихлор-4-(2,3,4,5-тетрагидро-3,5-диоксо-1 ,2,4-триазин-2yl) фенил]-ацетонитрила 

6.1. Цель и область применения 

Метод позволяет определить содержание диклазурила в кормха и премиксах. Предел обнаружения составляет 0,1 мг/кг, а предел куантификации составляет 0,5 мг/кг. 

6.2. Принцип применения 

После добавления внутреннего стандарта образец экстрагируют подкисленным метанолом. Для кормов часть аликвотного экстракта очищена картриджем C18 для твердофазной экстракции. Диклазурил вымывается из картриджа подкисленным метанолом и водой. После выпаривания остаток растворяют в смеси DMF/вода. Для премиксов экстракт выпаривается, а остаток растворяют в смеси DMF/вода. Содержание диклазурила определяется высокоэффективной жидкостной хроматографией (ВЭЖХ) с тройным градиентом и обратной фазой с использованием УФ-детектора. 

6.3. Применяемые реагенты 

6.3.1. Вода качества ВЭЖХ. 

6.3.2. Ацетат аммония. 

6.3.3. Тетрабутиламония водорода сульфат (TBHS). 

6.3.4. Ацетонитрил качества ВЭЖХ. 

6.3.5. Метанол, ВЭЖХ качества. 

6.3.6. N,N-диметилформамид (DMF). 

6.3.7. Соляная кислота, ρ20 = 1,19 г / мл. 

6.3.8. Калибратор: диклазурил II-24: (+)-4-хлорфенил [2,6 дихлор-4-(2,3,4,5-тетрагидро-3,5-диоксо-1,2,4-триазин-2-ил) фенил] ацетонитрила с гарантированной чистотой, E771 

6.3.8.1. Стандартный остаточный раствор диклазурила, 500 μг/мл 

Взвешивают, с точностью до 0,1 мг, 25 мг стандартного вещества диклазурила в 50 мл мерной колбе. 

Растворяют в N,N-диметилформамиде (DMF), доводят до объема N,N-диметилформамидом (DMF) и перемешивают. Обертывают колбу алюминиевой фольгой и хранят в холодильнике. При температуре ≤ 4°C раствор устойчив в течение одного месяца. 

6.3.8.2. Стандартный раствор диклазурила: 50 μг / мл 

Перемещают 5 мл стандартного остаточного раствора диклазурила в 50 мл мерной колбе, доводят до объема N,N-диметилформамидом (DMF) и перемешивают. Обертывают колбу алюминиевой фольгой или используют колбу из коричневого стекла и хранят в холодильнике. При температуре ≤ 4°C раствор устойчив в течение одного месяца. 

6.3.9. Внутреннее стандартное вещество: 2,6 дихлор-α-(4-хлорфенил) -4- [4,5-дигидро-3,5-диоксо-1,2,4-триазин-2 (3Н)-ил]-α-метилбен-зен-ацетонитрил 

6.3.9.1. Стандартный остаточный внутренний раствор диклазурила, 500 μг / мл 

Взвешивают, с точностью до 0,1 мг, 25 мг внутреннего стандарта вещества в 50 мл мерной колбе. Растворяют в N,N-диметилформамиде (DMF), доводят до объема N,N-диметилформамидом (DMF) и перемешивают. Обертывают колбу алюминиевой фольгой или используют колбу из коричневого стекла и хранят в холодильнике. При температуре ≤ 4°C раствор устойчив в течение одного месяца. 

6.3.9.2. Стандартный внутренний раствор, 50 μг/мл 

Перемещают 5 мл из стандартного остаточного внутреннего раствора (см. примечание из подпункта 6.3.9.1) в 50 мл мерную колбу, доводят до объема N,N-диметилформамидом (DMF) и перемешивают. Обертывают колбу алюминиевой фольгой или используют колбу из коричневого стекла и хранят в холодильнике. При температуре ≤ 4°C раствор устойчив в течение одного месяца. 

6.3.9.3. Стандартный внутренний раствор для премиксов, p/1 000 мг/мл 

(P = номинальное содержание в премикс диклазурила в мг/кг) 

Взвешивают, с точностью до 0,1 мг, стандартное внутреннее вещество p/10 мг в 100 мл мерной колбе, растворяют в N,N-диметилформамиде (DMF), с использованием ультразвуковой ванны, согласно положениям подпункта 6.4.6, доводят до объема N,N-диметилформамидом (DMF) и перемешивают. Обертывают колбу алюминиевой фольгой или используют колбу из коричневого стекла и хранят в холодильнике. При температуре ≤ 4°C раствор устойчив в течение одного месяца. 

6.3.10. Калибровочный раствор, 2 мг/мл 

Вводят 2 мл стандартного диклазурила (см. примечание из подпункта 6.3.8.2) и 2 мл стандартного внутреннего образца, указанного в подпункте 6.3.9.2, в 50 мл мерную колбу. Добавляют 16 мл N,N-диметилформамида (DMF), заливают до объема водой и перемешивают. Раствор следует готовить непосредственно перед употреблением. 

6.3.11. Картридж C18 для твердофазной экстракции, например Bond Elut, размер: 1 куб.см, вес абсорбента: 100 мг. 

6.3.12. Жидкостная экстракция: подкисленный метанол 

Вводят 5 мл соляной кислоты в 1000 мл метанола, ВЭЖХ качества и перемешивают. 

6.3.13. Подвижная фаза для жидкостной хроматографии 

6.3.13.1. Разбавитель A: ацетат аммония – раствор сульфата тетрабутиламмония водорода. 

Растворяют 5 г ацетата аммония и 3,4 г сульфата тетрабутиламмония водорода (TBHS) в 1000 мл воды ВЭЖХ качества и перемешивают. 

6.3.13.2. Разбавитель B: ацетонитрил ВЭЖХ качества. 

6.3.13.3. Разбавитель C: метанол ВЭЖХ качества. 

6.4. Измерительные приборы 

6.4.1. Механический шейкер. 

6.4.2. Трехступенчатое оборудование ВЭЖХ 

6.4.2.1. Жидкая хроматографическая колонка, Hypersil ODS, 3 μм частицы, 100 мм × 4,6 мм или эквивалентные. 

6.4.2.2. УФ-детектор с регулировкой длины волны или детекторная группа диодов. 

6.4.3. Роторный испаритель с записывающим устройством. 

6.4.4. Мембранные фильтры, 0,45 μм. 

6.4.5. Вакуумный распределитель. 

6.4.6. Ультразвуковая ванна. 

6.5. Процедура подготовки 
6.5.1. Общие принципы 

6.5.1.1. Контрольный корм 

Анализируется контрольный корм в целях проверки отсутствия диклазурила и интерферентных веществ. Контрольный корм похож, как тип, на образец, а при анализе не выявляется диклазурил и интерферентные вещества. 

6.5.1.2. Тест по восстановлению 

Осуществляется тест по восстановлению с помощью анализа контрольного корма, обогащенного путем добавления количества диклазурила, подобного представленному в образце. Для получения концентрации 1 мг/кг добавляют 0,1 мл из стандартного остаточного раствора, согласно положениям подпункта 6.3.8.1, к 50 г контрольного корма, хорошо перемешивают и оставляют на 10 минут, с повторным перемешиванием несколько раз, прежде чем продолжить (см. приложение из подпункта 6.5.2). 

При недоступности контрольного корма, подобного образцу (см. приложения, описанные в подпункте 6.5.1.1), альтернативой может быть стандартный метод стандартного дополнения. В этом случае анализируемый образец обогащается путем добавления количества диклазурила, подобного присутствующему в образце. Этот образец анализируется с необогащенным образцом, а восстановление может быть рассчитано путем вычитания. 

6.5.2. Процедура по экстракции 

6.5.2.1. Корма 

Взвешивают, с точностью до 0,01 г, примерно 50 г образца. Переводят в 500 мл колбу Эрленмейера, добавляют 1 мл раствора внутреннего стандарта (см. подпункт 6.3.9.2), 200 мл из растворителя для экстракции и закрывают флакон. Взбалтывают смесь в механическом шейкере в течение ночи. Оставляют для отстаивания в течение 10 минут. Переводят аликвотную часть, состоящую из 20 мл, из супернатанта в подходящую стеклянную тару и разбавляют в 20 мл воды. 

Переводят этот раствор в картридж для экстракции, указанный в подпункте 6.3.11, и проводят через него путем применения вакуума (см. подпункт 6.4.5). Промывают картридж 25 мл смесью растворителя для экстракции: подкисленный метанол и вода, 65 + 35 (V + V). Удаляют собранные фракции и растворяют соединения при помощи 25 мл смеси растворителя для экстракции воды, 80 + 20 (V + V). Эта часть выпаривается до высушивания роторного испарителя при 60°C. Растворяют остаток в 1 мл N,N-диметилформамида (DMF), добавляют 1,5 мл воды ВЭЖХ качества и перемешивают. Фильтруют с помощью мембранного фильтра. Продолжают определением ВЭЖХ согласно положениям подпункта 6.5.3. 

6.5.2.2. Премиксы 

Взвешивают, с точностью до 0001 г, около 1 г пробы. Переводят в 500 мл колбу Эрленмейера, добавляют 1 мл раствора внутреннего стандарта (см. подпункт 6.3.9.3) и 200 мл из растворителя для экстракции и закрывают флакон. Взбалтывают смесь в механическом шейкере в течение ночи. Оставляют для отстаивания в течение 10 минут. Переводят аликвотную часть, состоящую из 10000/р мл (р = номинальное содержание в премиксе диклазуририла в мг/кг), из супернатанта в круглодоную колбу подходящего размера. Смесь испаряется до высушивания при пониженном давлении и при 60°С, с использованием роторного испарителя. Растворяют повторно остаток в 1 мл N,N-диметилформамида (DMF), добавляют 1,5 мл воды ВЭЖХ качества и перемешивают. Продолжают определением ВЭЖХ, согласно положениям подпункта 6.5.3. 

6.5.3. Определение с помощью ВЭЖХ 

6.5.3.1. Допустимые параметры 

Условия, указанные в таблице 9, предлагаются в качестве руководства. Могут применяться и другие условия, если они дают эквивалентные результаты. 

 

	Таблица 9 

 

ВЭЖХ условия 

 

	Измерительная техника
	Указанные значения

	Жидкая хроматографическая колонка
	Hypersil ODS, 3 μм частицы, 100 мм × 4,6 мм или эквивалентные

	Мобильная фаза
	Разбавитель A: водный раствор ацетата аммония и сульфатного тетрабутиламмоного водорода; 

Разбавитель B: ацетонитрил, ВЭЖХ качества; 

Разбавитель C: метанол, ВЭЖХ качества 

	Способ разбавления
	Одноступенчатое разбавление; 

Исходные условия: A + B + C = 60 + 20 + 20 (V + V + V); 

Через 10 минут, ступенчатое разбавление в течение 30 мин: A + B + C = 45 + 20 + 35 (V + V + V). 

Промывают с B в течение 10 минут

	Поток
	1,5-2 мл/мин

	Инъекционный объем 
	20 μл

	Длина волны определения
	280 нм


 

Проверяется стабильность хроматографической системы при вливании несколькими порциями калибровочного раствора, содержащего 2 μг/мл, до достижения пиковых значений и постоянных сроков выдержки. 

6.5.3.2. Калибровочный раствор 

Вводят 20 μл калибровочного раствора несколько раз и определяют среднюю высоту (площадь) кончиков диклазурила и пиков внутреннего стандарта. 

6.5.3.3. Растворный образец 

Вводят 20 μл растворной пробы, полученной в соответствии с положениями подпункта 6.5.2.1 или 6.5.2.2, несколько раз и определяют среднюю высоту (площадь) кончиков диклазурила и пиков внутреннего стандарта. 

6.6. Расчет результатов 
6.6.1. Корма 

Содержание в диклазуриле w (в мг/кг) образца определяется по следующей формуле: 

 

w = hd,s × hi,c / hi,s × hd,c × cd,c × 10V/m [mg/kg],

 

где: 

hd,s = высота (площадь) кончиков диклазурила из растворного образца, подготовленного в соответствии с положениями подпункта 6.5.2.1; 

hi,s = высота (площадь) пика внутреннего образца из растворного образца, подготовленного в соответствии с положениями подпункта 6.5.2.1; 

hd,c = высота (площадь) кончиков диклазурила из калибровочного раствора, подготовленного в соответствии с положениями подпункта 6.3.10; 

hi,c = высота (площадь) пика внутреннего образца из калибровочного раствора, подготовленного в соответствии с положениями подпункта 6.3.10; 

cd,c = концентрация диклазурила в калибровочном растворе в μг/мл (см. примечание из подпункта 6.3.10); 

m = вес тестируемой части, г; 

V = объем экстрактной пробы в соответствии с положениями, указанными в подпункте 6.5.2.1 (то есть 2,5 мл). 

6.6.2. Премиксы 

Содержание в диклазуриле w (в мг/кг) образца определяется по следующей формуле: 

 

w = hd,s × hi,c/hi,s × hd,c × cd,c × 0,02V × p/m [mg/kg],

 

где: 

hd,s = высота (площадь) кончиков диклазурила из образца раствора, подготовленного в соответствии с положениями подпункта 6.5.2.1; 

hi,s = высота (площадь) пика внутреннего образца из растворного образца, подготовленного в соответствии с положениями подпункта 6.5.2.1; 

hd,c = высота (площадь) кончиков диклазурила из калибровочного раствора, подготовленного в соответствии с положениями подпункта 6.3.10; 

hi,c = высота (площадь) пика внутреннего образца из калибровочного раствора, подготовленного в соответствии с положениями подпункта 6.3.10; 

cd,c = концентрация диклазурила в калибровочном растворе в μг/мл (см. примечание из подпункта 6.3.10); 

m = вес пробы в г; 

V = объем экстрактной пробы в соответствии с положениями, указанными в подпункте 6.5.2.1 (то есть 25 мл); 

р = номинальное содержание диклазурила в премиксе в мг/кг. 

6.7. Проверка результатов 
6.7.1. Идентификация 

Идентификация аналита может быть подтверждена кохроматографией или путем использования детектора группы диодов, который позволяет сравнивание спектров извлеченного образца, полученного согласно положениям, описанным в подпунктах 6.5.2.1. и 6.5.2.2., и калибровочного раствора, подготовленного в соответствии с положениями подпункта 6.3.10. 

6.7.1.1. Кохроматография 

Образец экстракта, полученный согласно положениям, описанным в подпунктах 6.5.2.1. и 6.5.2.2., обогащен путем добавления соответствующего количества калибровочного раствора, подготовленного в соответствии с положениями подпункта 6.3.10. Количество добавленного диклазурила должно быть идентично предполагаемому количеству диклазурила, обнаруженного в пробе экстракта. 

Только высота кончиков диклазурила и пика внутреннего образца увеличивается с учетом добавленного количества, а также разбавленного экстракта. Ширина конечников на половине максимальной высоты должна быть в пределах ±10% от исходной ширины наконечников диклазурила или наконечников внутреннего образца извлеченного необогащенного образца. 

6.7.1.2. Обнаружения с помощью группы диодов 

Результаты оцениваются по следующим критериям: 

а) длина волны максимального поглощения образца и стандартных спектров, зарегистрированная на максимальном пике хроматограммы, должна быть одинаковой в пределах маржи, установленной силой разрешения системы обнаружения. Для диодно-матричного обнаружения составляет порядка ± 2 нм; 

b) между 230 и 320 нм стандартные образцы и спектры, зарегистрированные на максимальном пике хроматограммы, не должны отличаться для частей спектра, расположенных в пределах от 10 до 100% относительной абсорбции. Этот показатель считается выполненным при наличии того же максимального уровня и если отклонение между двумя спектрами не превышает в любой обнаруженной точке 15% от поглощения стандартного аналита; 

c) между 230 и 320 нм спектры восходящей кривой максимального уровня и пика восходящей кривой, порожденные экстрактом образца, не должны отличаться для частей спектра, расположенных в пределах от 10 до 100% относительной абсорбции. Этот показатель считается выполненным при наличии того же максимального уровня и если отклонение между двумя спектрами не превышает в любой обнаруженной точке 15% от поглощенного спектра на максимальном пике хроматограммы. 

Если один из этих критериев не выполняется, наличие аналита не подтверждается. 

6.7.2. Повторяемость 

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

a) 30% от наибольшего значения на содержание диклазурила, расположенного в пределах 0,5 и 2,5 мг/кг; 

b) 0,75 мг/кг на содержание диклазурила, расположенного в пределах 2,5 и 5 мг/кг; 

c) 15% из наибольшего значения на содержание диклазурила, превышающего 5 мг/кг. 

6.7.3. Процедура восстановления 

Для обогащенного контрольного образца восстановление составляет менее 80%. 

6.8. Комментарии 

Предварительно должно показываться, что реакция диклазурила линейна в диапазоне измеряемых концентраций. 

 

VII. ОПРЕДЕЛЕНИЕ СОДЕРЖАНИЯ ЛАСОЛОЦИДА НАТРИЯ 

Натриевая соль полиэфирной монокарбоновой кислоты, произведенная Streptomyces lasaliensis 

7.1. Цель и область применения 

Метод позволяет определить содержание ласолоцида натрия в корме и премиксах. Предел обнаружения составляет 5 мг/кг, а количественный предел составляет 10 мг/кг. 

7.2. Принцип применения 

Ласолоцид натрия извлекают из образца подкисленным и дозированным метанолом с помощью высокоэффективной жидкостной хроматографии с обращенной фазой (RP-HPLC) с помощью спектрофлориметрического детектора. 

7.3. Применяемые реагенты 
7.3.1. Дигидрофосфат калия (КН2РО4). 

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

7.3.3. Раствор ортофосфорной кислоты, с = 20%. 

Растворяют 23,5 мл ортофосфорной кислоты в 100 мл воды. 

7.3.4. 6-метил-2-гептиламин (1,5-диметилгексиламин), г (г/г) = 99%. 

7.3.5. Метанол ВЭЖХ качества. 

7.3.6. Соляная кислота, плотность 1,19 г/мл. 

7.3.7. Фосфатный буферный раствор, с = 0,01 моль/1 

Растворяют 1,36 г дигидрофосфата калия (КН2РО4) в 500 мл воды ВЭЖХ качества, добавляют 3,5 мл ортофосфорной кислоты и 10 мл 6-метил-2-гептиламина. Подгоняют рН до 4 с помощью ортофосфорной кислоты и разбавляют водой ВЭЖХ качества, заполняя его до 1000 мл. 

7.3.8. Подкисленный метанол 

Переводят 5 мл соляной кислоты в 1000 мл мерную колбу, заполняют до метки метанолом ВЭЖХ качества и перемешивают. Раствор следует готовить непосредственно перед употреблением. 

7.3.9. ВЭЖХ подвижная фаза, буферный раствор фосфата и метанола 5 + 95 (V + V) 

Смешивают 5 мл фосфатного буферного раствора с 95 мл метанола. 

7.3.10. Стандартное вещество ласалоцида натрия с гарантированной чистотой, C34H53O8Na (натриевая соль полиэфирной монокарбоновой кислоты, произведенная Streptomyces lasaliensis), E 763 

7.3.10.1. Стандартный остаточный раствор ласолоцида натрия, 500 μг/мл 

Взвешивают, с точностью до 0,1 мг, 50 мг ласолоцида натрия, описанного в подпункте 7.3.10, в 100 мл мерную колбу, растворяют в подкисленном метаноле, заполняют до метки тем же растворителем и перемешивают. Раствор готовят непосредственно перед употреблением. 

7.3.10.2. Стандартный промежуточный раствор ласолоцида натрия, 50 μг/мл 

Вводят 10 мл из стандартного остаточного вещества (см. примечание из подпункта 7.3.10.1) в 100 мл мерную колбу, доводят до объема подкисленным метанолом и перемешивают. Раствор готовят непосредственно перед употреблением. 

7.3.10.3. Калибровочный раствор 

Переводят 1, 2, 4, 5 и 10 мл из рабочего стандартного промежуточного раствора в ряд 100 мл градированных колб. Заполняют до метки подкисленным метанолом и перемешивают. Эти растворы соответствуют концентрациям 1, 2, 4, 5 и 10 μг ласолоцида натрия на мл. Они приготавливаются непосредственно перед употреблением. 

7.3.11. Вода ВЭЖХ качества. 

7.4. Измерительные приборы 

7.4.1. Ультразвуковая ванна (или водяная баня с перемешиванием) с регулирующей температурой 

7.4.2. Мембранный фильтр, 0,45 мм 

7.4.3. ВЭЖХ оборудование с впрыскивательной системой, что позволяет введение до 20 мл объема 

7.4.3.1. Жидкая хроматографическая колонка 125 мм х 4 мм с обращенной фазой С18, частицы 5 μм или эквивалентные 

7.4.3.2. Спектрофлуориметр с переменной поправкой длины волны раздражения и излучения 

7.5. Процедура подготовки 
7.5.1. Общие принципы 

7.5.1.1. Контрольный корм 

Для осуществления восстановительного анализа (см. примечание из подпункта 7.5.1.2) рассматривают контрольный корм для проверки отсутствия ласолоцида натрия и интерферентных веществ. Контрольный корм похож по типу на образец и при анализе не выявляется ласолоцид натрия и интерферентные вещества. 

7.5.1.2. Тест по восстановлению 

Осуществляется тест по восстановлению с помощью анализа контрольного корма, обогащенного путем добавления количества ласолоцида натрия, подобного представленному в образце. Для получения концентрации 100 мг/кг добавляют 10 мл из стандартного остаточного раствора (см. положения из подпункта 7.3.10.1) в 250 мл колбу Эрленмейера и испаряют раствор примерно до 0,5 мл. Добавляют 50 г контрольного корма, хорошо перемешивают и оставляют на 10 минут, повторно перемешивая по нескольку раз, прежде чем перейти к этапу экстракции, согласно положениям подпункта 7.5.2. 

При недоступности контрольного корма, подобного образцу (см. положения, описанные в подпункте 7.5.1.1), альтернативно может быть осуществлен стандартный метод стандартного дополнения. В этом случае анализируемый образец обогащен путем добавления количества ласолоцида натрия, подобного представленному в образце. Этот образец анализируется с необогащенным образцом, а восстановление может быть рассчитано путем вычитания. 

7.5.2. Процедура по экстракции 

7.5.2.1. Корма 

Взвешивают, с точностью до 0,01 г, от 5 до 10 г образца в 250 мл колбе Эрленмейера. 

Добавляют 100 мл подкисленного метанола. Аккуратно закрывают и встряхивают круговыми движениями для рассеивания. 

Флакон помещают в ультразвуковую ванну приблизительно при 40°С на 20 минут, достают и оставляют остыть при комнатной температуре. Отстаивают в течение часа до оседания взвешенных веществ, затем процеживают аликвотную часть через 0,45 мм мембранный фильтр в подходящую емкость. Продолжают путем определения с помощью ВЭЖХ, согласно положениям подпункта 7.5.3. 

7.5.2.2. Премиксы 

Взвешивают, с точностью до 0001 г, 2 г неизмельченного премикса в 250 мл мерной колбе. Добавляют 100 мл подкисленного метанола и перемешивают путем кругового вращения в горизонтальной плоскости для разделения. Помещают колбу и ее содержимое в ультразвуковую ванну приблизительно при 40°C на 20 минут, затем достают и оставляют остыть при комнатной температуре. Заполняют до отметки подкисленным метанолом и хорошо перемешивают. Оставляют около часа до сцеживания веществ в суспензии, затем фильтруют аликвотную часть через мембранный фильтр 0,45 мкм. Разбавляют соответствующий объем прозрачного фильтрата с подкисленным метанолом для получения конечного раствора для исследования, содержащего около 4 мг/мл ласалоцида натрия. Продолжают путем определения с помощью ВЭЖХ, согласно положениям подпункта 7.5.3. 

7.5.3. Определение с помощью ВЭЖХ 

6.5.3.1. Допустимые параметры 

Условия, указанные в таблице 9, предлагаются в качестве руководства. Могут применяться и другие условия, если они дают эквивалентные результаты. 

 

	Таблица 10 

 

ВЭЖХ условия 

 

	Измерительная техника
	Указанные значения

	Жидкая хроматографическая колона
	125 мм × 4 мм, обратная фаза C18, 5 μм или эквивалентные частицы

	Мобильная фаза
	Смесь фосфатно-буферного раствора, полученная в соответствии с положениями подпункта 7.3.7 и метанола, 5 + 95 (V + V)

	Поток
	1-2 мл/мин

	Объем инъекции
	20 μл.

	Длина волны определения
	раздражение: 310 нм

излучение: 419 нм.


 

Проверяется стабильность хроматографической системы при вливании по нескольку раз калибровочного раствора, содержащего 4 μг/мл, до достижения пиковых значений и постоянных сроков выдержки. 

7.5.3.2. Калибровочный раствор 

Вводят каждый калибровочный раствор по нескольку раз и определяют среднюю высоту (площадь) пиков для каждой концентрации. Рисуют калибровочную кривую, используя высоту (плошадь) пиков средних калибровочных растворов как ординаты и соответствующие концентрации в μг/мл как абсциссы. 

7.5.3.3. Растворный образец 

Вводят несколько раз образец экстракта, полученный в соответствии с положениями подпунктов 7.5.2.1 и 7.5.2.2, используя объем, аналогичный удержанному калибровочному раствору, и определяют среднюю высоту (площадь) пиков для пиков ласалоцида натрия. 

7.6. Расчет результатов 

Начиная со средней высоты (площади) пиков растворного образца определяется концентрация ласалоцида натрия (μг/мл) со ссылкой на калибровочную кривую. 

7.6.1. Корма 

Содержание ласалоцида натрия w (в мг/кг) в образце определяется по следующей формуле: 

 

w = c × V1/m [mg/kg],

 

где: 

с = концентрация ласалоцида натрия в растворном образце, подготовленном в соответствии с положениями подпункта 7.5.2.1, в μг/мл; 

V1 = объем экстрактной пробы в соответствии с положениями, описанными в подпункте 7.5.2.1, в мл (например, 100); 

m = вес исследуемой пробы, в г. 

7.6.2. Премиксы 

Содержание ласалоцида натрия w (в мг / кг) в образце определяется по следующей формуле: 

 

w = c × V2 × f/m [mg/kg],

 

где: 

с = концентрация ласалоцида натрия в растворном образце, подготовленном в соответствии с положениями подпункта 7.5.2.2, в μг/мл; 

V2 = объем экстрактной пробы в соответствии с положениями, описанными в подпункте 7.5.2.2, в мл (например, 250); 

f = коэффициент разбавления (см. примечание из подпункта 7.5.2.2); 

m = вес исследуемой пробы, в г 

7.7. Проверка результатов 

7.7.1. Идентификация 

Методы, основанные на спектрофлуорометрии, менее подвержены интерференциям, чем те, которые используют УФ-детектор. Идентификация аналита может быть подтверждена кохроматографией. 

7.7.1.1. Кохроматография 

Образец экстракта, полученный согласно положениям подпункта 7.5.2.1. или 7.5.2.2., обогащен путем добавления соответствующего количества калибровочного раствора. Количество добавленного ласолоцида натрия должно быть идентично предполагаемому количеству ласолоцида натрия, обнаруженного в экстрактной пробе. Только высота соответствующего пика ласолоцида натрия увеличивается с учетом добавленного количества ласолоцида натрия, а также разбавленного экстракта. Ширина конечников на половине максимальной высоты должна находиться в пределах ±10% от исходной ширины конечников, полученных из извлеченного необогащенного образца. 

7.7.2. Повторяемость 

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

a) 15% наибольшего значения для содержания ласолоцида натрия, расположенного в пределах 0,5 и 2,5 мг/кг; 

b) 15 мг/кг для содержания ласолоцида натрия, расположенного в пределах 2,5 и 5 мг/кг; 

c) 7,5% наибольшего значения на содержание ласолоцида натрия, превышающего 200 мг/кг. 

7.7.3. Процедура восстановления 

Для обогащенного контрольного образца восстановление составляет не менее 80%. Для образцов обогащенных премиксов восстановление составляет не менее 90%. 

