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RICHTLINIE 2000/45/EG DER KOMMISSION
vom 6. Juli 2000

zur Festlegung gemeinschaftlicher Analysemethoden fiir die Bestimmung von Vitamin A, Vitamin E
und Tryptophan in Futtermitteln

(Text von Bedeutung fiir den EWR)

DIE KOMMISSION DER EUROPAISCHEN GEMEINSCHAFTEN —

gestiitzt auf den Vertrag zur Griindung der Europiischen
Gemeinschaft,

gestiitzt auf die Richtlinie 70/373/EWG des Rates vom 20. Juli
1970 iiber die Einfithrung gemeinschaftlicher Probenahmever-
fahren und Analysemethoden fur die amtliche Untersuchung
von Futtermitteln ('), zuletzt gedndert durch die Akte iiber den
Beitritt Osterreichs, Finnlands und Schwedens (?), insbesondere
auf Artikel 2,

in Erwdgung nachstehender Griinde:

(1)  Gemdfl der Richtlinie 70/373/EWG werden die amtli-
chen Untersuchungen von Futtermitteln zur Feststellung,
ob die aufgrund der Rechts- und Verwaltungsvor-
schriften festgelegten Anforderungen an Beschaffenheit
und Zusammensetzung der Futtermittel erfiillt sind, nach
gemeinschaftlichen Probenahmeverfahren und Analyse-
methoden durchgefiihrt.

(20  Gemaif der Richtlinie 70/524/EWG des Rates vom 23.
November 1970 iiber Zusatzstoffe in der Tierernih-
rung (%), zuletzt gedndert durch die Verordnung (EG) Nr.
2439/1999 der Kommission (), mufl der Gehalt an
Vitamin A und Vitamin E bei der Etikettierung ange-
geben werden, wenn diese Stoffe Vormischungen oder
Futtermitteln zugesetzt werden.

(3)  Gemifl der Richtlinie 79/373/EWG des Rates vom 2.
April 1979 iiber den Verkehr mit Mischfuttermitteln (%),
zuletzt gedndert durch die Richtlinie 2000/16/EG (%),
und der Richtlinie 93/74/EWG des Rates vom 13.
September 1993 iiber Futtermittel fiir besondere Erndh-
rungszwecke (7), zuletzt gedndert durch die Richtlinie
96/25/EG (%), miissen Aminosduren auf dem Etikett von
Futtermitteln angegeben werden.

(4)  Es sind gemeinschaftliche Analysemethoden fur die
Kontrolle dieser Stoffe festzulegen.

(5 Die in dieser Verordnung vorgesehenen Mafinahmen
entsprechen der Stellungnahme des Stindigen Futtermit-
telausschusses —

170 vom 3.8.1970, S. 2.

241 vom 29.8.1994, S. 1.
270 vom 14.12.1970, S. 1.
297 vom 18.11.1999, S. 8.
86 vom 6.4.1979, S. 30.

105 vom 3.5.2000, S. 36.
237 vom 22.9.1993, S. 23.
125 vom 23.5.1996, S. 35.

>
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HAT FOLGENDE RICHTLINIE ERLASSEN:

Artikel 1

Die Mitgliedstaaten schreiben vor, daff die Analysen fur die
amtliche Untersuchung von Futtermitteln und Vormischungen
auf ihren Gehalt an Vitamin A, Vitamin E und Tryptophan
nach den im Anhang beschriebenen Methoden durchgefiihrt
werden.

Artikel 2

Die Mitgliedstaaten setzen bis spatestens 31. August 2000 die
erforderlichen Rechts- und Verwaltungsvorschriften in Kraft,
um dieser Richtlinie nachzukommen. Sie setzen die Kommis-
sion davon unverziiglich in Kenntnis.

Sie wenden die Malnahmen ab 1. September 2000 an.

Wenn die Mitgliedstaaten diese Vorschriften erlassen, nehmen

sie in den Vorschriften selbst oder durch einen Hinweis bei der

amtlichen Veréffentlichung auf diese Richtlinie Bezug. Die

Mitgliedstaaten regeln die Einzelheiten dieser Bezugnahme.
Artikel 3

Diese Richtlinie tritt am 20. Tag nach ihrer Veroffentlichung im

Amitsblatt der Europdischen Gemeinschaften in Kraft.

Artikel 4

Diese Richtlinie ist an die Mitgliedstaaten gerichtet.

Briissel, den 6. Juli 2000

Fiir die Kommission
David BYRNE

Mitglied der Kommission
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ANHANG

TEIL A

BESTIMMUNG VON VITAMIN A

Zweck und Anwendungsbereich

Die Methode dient zur Bestimmung von Vitamin A (Retinol) in Futtermitteln und Vormischungen. Unter Vitamin
A wird der nach dieser Methode ermittelte Gehalt an all-trans-Vitamin-A-Alkohol und seinen cis-Isomeren
verstanden. Der Gehalt wird in Internationalen Einheiten (IE) je kg angegeben. Eine IE entspricht der Aktivitit
von 0,300 pg all-trans-Vitamin-A-Alkohol oder 0,344 pg all-trans-Vitamin-A-Acetat oder 0,550 pg all-trans-
Vitamin-A-Palmitat.

Die untere Grenze der Bestimmbarkeit betragt 2 000 IE Vitamin A/kg.

Prinzip

Die Probe wird mit ethanolischer Kaliumhydroxid-Losung hydrolysiert, und das Vitamin A wird mit Petrolether
extrahiert. Das Losungsmittel wird eingedampft, der Riickstand wird in Methanol gelost und, falls notwendig, auf
die erforderliche Konzentration verdiinnt. Der Vitamin-A-Gehalt wird mittels Umkehrphasen-Hochleistungsfliis-
sigkeits-Chromatographie (RP-HPLC) unter Verwendung eines UV- oder Fluoreszenzdetektors bestimmt. Die

Arbeitsbedingungen werden so gewdhlt, daf§ keine Ruftrennung zwischen all-trans-Vitamin-A-Alkohol und seinen
cis-Isomeren erfolgt.

Reagenzien

Ethanol, 6= 96 %

Petrolether, Siedeintervall 40 bis 60 °C

Methanol

Kaliumhydroxid-Losung, f= 50 g/100 ml

Natriumascorbat-Losung, f= 10 g/100 ml (siche Bemerkungen 7.7)

Natriumsulfid, Na,S-xH,0 (x= 7-9)

Natriumsulfid-Losung, ¢ = 0,5 mol/l in Glycerin, f= 120 g/l (bei x= 9) (siche Bemerkungen unter 7.8)
Phenolphthalein-Losung, f= 2 g/100 ml in Ethanol (3.1)

2-Propanol

Mobile Phase fiir HPLC: Mischung von Methanol (3.3) und Wasser, z. B. 980 + 20 (v + v). Das Mischungsver-
hidltnis muf8 der jeweils verwendeten Sdule angepaft werden.

Stickstoff, sauerstoffrei

All-trans-Vitamin-A-Acetat, reinst, mit zertifizierter Aktivitit, z. B. 2,80 x 10° IE[g

Stammlosung von all-trans-Vitamin-A-Acetat: 50 mg Vitamin-A-Acetat (3.11) auf 0,1 mg genau in einen
100-ml-Mefkolben einwiegen. In 2-Propanol (3.8) losen und bis zur Marke mit demselben Losungsmittel
auffillen. Der Sollgehalt dieser Losung betrdgt 1 400 IE Vitamin A je ml. Der genaue Gehalt ist nach Nummer
5.6.3.1 zu bestimmen.

All-trans-Vitamin-A-Palmitat, reinst, mit zertifizierter Aktivitdt, z. B. 1,80 x 109 IE/g

Stammlosung von all-trans-Vitamin-A-Palmitat: 80 mg Vitamin-A-Palmitat (3.12) auf 0,1 mg genau in einen
100-ml-MeRkolben einwiegen. In 2-Propanol (3.8) losen und bis zur Marke mit demselben Losungsmittel
auffiillen. Der Sollgehalt dieser Losung betrdgt 1 400 IE Vitamin A je ml. Der genaue Gehalt ist nach Nummer

5.6.3.2 zu bestimmen.

2,6-Di-tert-butyl-4-methylphenol (BHT) (siche Bemerkungen unter 7.5)

Gerite
Vakuum-Rotationsverdampfer

Braunglasgerite
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5.1.
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5.3.

Stehkolben oder Erlenmeyerkolben, 500 ml, mit Schlifthiilse

MeRkolben mit Schliffstopfen, enghalsig, 10, 25, 100 und 500 ml

Scheidetrichter, konische Form, 1 000 ml, mit Schliffstopfen

Spitzkolben, 250 ml, mit Schlifthilsen

Allihn-RiickflufSkiihler, Mantellinge 300 mm, Kernschliff mit Adapter fiir Gaseinleitung
Phasentrennungsfaltenfilter, Durchmesser 185 mm (z. B. Schleicher & Schuell 597 Hy![,)
HPLC-Einrichtung mit Injektionssystem

Fliissigkeitschromatographiesiule, 250 mm x 4 mm, C,,, 5 oder 10 pm Korngrofle oder gleichwertiges Material
(Leistungskriterium: nur ein Peak fiir alle Retinol-Isomeren unter diesen HPLC-Bedingungen)

UV- oder Fluoreszenzdetektor mit variabler Wellenlingeneinstellung
Spektralphotometer mit Quarz-Kiivetten von 10 mm Schichtdicke
Wasserbad mit Magnetrithrer

Extraktionsapparat (Abbildung 1) bestehend aus:
1-Liter-Standzylinder mit Schliff und Schliffstopfen

Schliffeinsatz mit Seitenarm und einem in der Hohe verschiebbaren Rohr in der Mitte. Das verschiebbare Rohr
sollte ein U-formiges unteres Ende und eine Diise am entgegengesetzten Ende haben, so daff die obere
Fliissigkeitsphase aus dem Zylinder in den Scheidetrichter tiberfithrt werden kann.

Durchfithrung

Anmerkung: Vitamin A ist empfindlich gegeniiber Licht (UV Strahlung und Oxidationsmitteln. Es muf deshalb unter Ausschluf
von Licht (Verwendung von Braunglasgeriten oder mit Aluminiumfolie abgedeckte Glasgerite) und Sauerstoff
(Stickstoffspiilung) gearbeitet werden. Wahrend der Extraktion sollte das Luftpolster iiber der Fliissigkeit durch
Stickstoff ersetzt werden (zur Vermeidung von Uberdruck Stopfen rechtzeitig liiften).

Vorbereitung der Probe

Die Probe unter Vermeidung von Erwirmung so fein vermahlen, daf sie ein Sieb mit 1 mm Maschenweite
passieren kann. Die Zerkleinerung darf erst unmittelbar vor dem Einwiegen und Verseifen erfolgen, da sonst
Vitamin-A-Verluste auftreten kénnen.

Verseifung

Je nach Vitamin-A-Gehalt 2 bis 25 g der Probe auf 0,01 g genau in einen 500-ml-Steh- oder Erlenmeyerkolben
(4.2.1) einwiegen. Nacheinander unter Umschiitteln 130 ml Ethanol (3.1), etwa 100 mg BHT (3.13), 2 ml
Natriumascorbat-Losung (3.5) und 2 ml Natriumsulfid-Losung (3.6) zusetzen. Den Kolben mit einem Riickfluf-
kithler (4.3) verbinden und in ein Wasserbad mit Magnetrithrer (4.7) geben. Bis zum Sieden erhitzen und 5 Min.
am RiickflufSkiihler kochen. AnschlieSend werden 25 ml Kaliumhydroxid-Losung (3.4) durch den Riickfluf-
kiithler (4.3) zugegeben, und es wird 25 Min. weiter gekocht unter stindigem Rithren und schwachem Stickstoff-
strom. Den Kiihler mit etwa 20 ml Wasser ausspiilen und den Kolbeninhalt auf Zimmertemperatur abkiihlen.

Extraktion

Die Verseifungslosung wird mit 250 ml Wasser quantitativ in einen 1 000-ml-Scheidetrichter (4.2.3) oder in den
Extraktionsapparat (4.8) iiberfithrt. Der Verseifungskolben wird mit 25 ml Ethanol (3.1) und anschlieend mit
100 ml Petrolether (3.2) nachgewaschen, und die Fliissigkeiten werden ebenfalls in den Scheidetrichter oder den
Extraktionsapparat iiberfithrt. Das Wasser/Ethanol-Verhiltnis in den vereinigten Losungen sollte etwa 2:1
betragen. 2 Min. griindlich schiitteln und dann 2 Min. stehenlassen.

Extraktion mit Hilfe eines Scheidetrichters (4.2.3)

Nach Phasentrennung (siche Bemerkung unter 7.3) wird die Petroletherphase in einen anderen Scheidetrichter
(4.2.3) uberfithrt. Diese Extraktion noch zweimal mit je 100 ml Petrolether (3.2) und zweimal mit je 50 ml
Petrolether (3.2) wiederholen.
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5.4.

5.5.

5.6.

Die vereinigten Extrakte werden im Scheidetrichter durch zweimaliges Schwenken (Vermeidung von Emulsions-
bildung) mit Portionen von jeweils 100 ml Wasser und durch mehrmaliges Schiitteln mit weiteren Portionen
von 100 ml Wasser so oft gewaschen, bis das Waschwasser bei Zugabe von Phenolphthalein-Losung (3.7)
farblos bleibt (viermaliges Waschen ist normalerweise ausreichend). Zur Entfernung eventuell suspendierten
Wassers wird der gewaschene Extrakt durch ein trockenes Phasentrennungsfilter (4.4) in einen 500-ml-
MeRkolben (4.2.2) filtriert. Scheidetrichter und Filter mit 50 ml Petrolether (3.2) nachwaschen, mit Petrolether
bis zur Marke (3.2) auffilllen und gut umschiitteln.

Extraktion mit Hilfe eines Extraktionsapparats (4.8)

Nach Phasentrennung (siche Bemerkung unter 7.3) wird der Stopfen des Standzylinders (4.8.1) am Schliffeinsatz
(4.8.2) wieder aufgesetzt, und das verschiebbare Rohr wird so eingestellt, da sich das U-formige untere Ende
gerade iiber dem Niveau der Grenzfliche befindet. Durch Druckausiibung von einer am Seitenarm angebrachten
Stickstoffleitung wird die obere Petroletherphase in einen 1 000-ml-Scheidetrichter (4.2.3) iiberfithrt. 100 ml
Petrolether (3.2) in den Standzylinder geben, mit Stopfen verschlieRen und griindlich schiitteln. Nach der
Phasentrennung die obere Phase wie zuvor in den Scheidetrichter tiberfithren. Diese Extraktion noch zweimal mit
je 100 ml Petrolether (3.2) und zweimal mit je 50 ml Petrolether (3.2) wiederholen und die Petroletherphasen in
den Scheidetrichter iiberfithren.

Die vereinigten Petroletherextrakte wie unter Nummer 5.3.1 erldutert waschen und wie dort beschrieben weiter
verfahren.

Vorbereitung der Probenlosung fiir die HPLC

Ein aliquoter Teil der Petrolether-Losung (von 5.3.1 oder 5.3.2) wird in einen 250-ml-Spitzkolben (4.2.4)
pipettiert. Das Losungsmittel wird unter reduziertem Druck und bei einer Badtemperatur von héchstens 40 °C
am Rotationsverdampfer (4.1) fast bis zur Trockne eingedampft. Darauf wird unter Stickstoff (3.10) Druckaus-
gleich geschaffen und der Kolben vom Rotationsverdampfer abgenommen. Das restliche Losungsmittel wird im
Stickstoffstrom (3.10) abgeblasen, und der Riickstand wird sofort in einer definierten Menge (10-100 ml)
Methanol (3.3) aufgenommen (die Konzentration von Vitamin A sollte 5 IE/ml bis 30 IE/ml betragen).

Bestimmung durch HPLC

Die Abtrennung von Vitamin A erfolgt mit Hilfe einer Umkehrphasen-C, -Siule (4.5.1), und die Konzentration
wird mit Hilfe eines UV-Detektors (325 nm) oder eines Fluoreszenzdetektors (Anregung: 325 nm/Emission:
475 nm) (4.5.2) gemessen.

Hierzu wird ein aliquoter Teil (z. B. 20 pl) der nach 5.4 erhaltenen methanolischen Losung auf die Trennsiule
gegeben und mit der mobilen Phase (3.9) eluiert. Die mittlere Peakhohe (-fliche) von mehreren Einspritzungen
derselben Probenlosung wird ermittelt. In der gleichen Weise werden die mittleren Peakhohen (-flichen) von
mehreren Einspritzungen der Kalibrierlosungen (5.6.2) bestimmit.

HPLC-Parameter

Die folgenden Angaben sind Richtwerte; andere Parameter konnen verwendet werden, sofern sie zu vergleich-
baren Ergebnissen fithren:

Flissigkeitschromatographiesdule (4.5.1): 250 mm x4 mm, C,, 5 oder 10 pm Korngréfe oder
gleichwertiges Material

Mobile Phase (3.9): Mischung von Methanol (3.3) und Wasser z. B. 980 + 20
(v+v)

Durchflufrate: 1-2 ml/Min.

Detektor (4.5.2): UV-Detektor (325 nm) oder Fluoreszenzdetektor (Anre-
gung: 325 nm/Emission: 475 nm)

Kalibrierung

Herstellen der Arbeits-Standardlosungen

20 ml der Vitamin-A-Acetat-Stammldsung (3.11.1) oder 20 ml der Vitamin-A-Palmitat-Stammlosung (3.12.1) in
einen 500-ml-Steh- oder Erlenmeyerkolben (4.2.1) pipettieren und wie unter Nummer 5.2 beschrieben, aber
ohne Zugabe von BHT, hydrolysieren. Anschlieend mit Petrolether (3.2) gemdfl Nummer 5.3 extrahieren und
mit Petrolether (3.2) auf 500 ml auffiillen. 100 ml dieses Extrakts werden am Rotationsverdampfer (siche 5.4)
fast bis zur Trockne eingedampft, das verbleibende Losungsmittel wird im Stickstoffstrom (3.10) abgeblasen, und
der Riickstand wird in 10,0 ml Methanol (3.3) aufgenommen. Der Sollgehalt dieser Losung betrigt 560 IE
Vitamin A je ml. Der genaue Gehalt ist nach Nummer 5.6.3.3 zu bestimmen. Die Arbeits-Standardlosung mufd
vor Gebrauch frisch bereitet werden.

2,0 ml dieser Arbeits-Standardlosung werden in einen 20-ml-Mefkolben pipettiert, es wird bis zur Marke mit
Methanol (3.3) aufgefiillt und gemischt. Der Sollgehalt dieser verdiinnten Arbeits-Standardlosung betrdgt 56 IE
Vitamin A je ml
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5.6.2. Herstellen der Kalibrierlosungen und Erstellung der Kalibrierkurve

1,0 ml, 2,0 ml, 5,0 ml und 10,0 ml der verdiinnten Arbeits-Standardlésung werden in eine Reihe von 20-ml-
MeRkolben pipettiert; bis zur Marke mit Methanol (3.3) auffiillen und mischen. Der Sollgehalt dieser Losungen
betrdgt 2,8 IE, 5,6 IE, 14,0 IE und 28,0 IE Vitamin A je ml

20 pl von jeder Kalibrierlosung werden mehrmals eingespritzt, und die mittleren Peakhohen (-flichen) werden
gemessen. Die erhaltenen Peakhohen (-flachen) dienen zur Erstellung der Kalibrierkurve unter Beriicksichtigung
der Ergebnisse der UV-Kontrolle (5.6.3.3).

5.6.3. UV-Kontrolle der Standardlésungen

5.6.3.1. Vitamin-A-Acetat-Stammlosung

2,0 ml der Vitamin-A-Acetat-Stammlosung (3.11.1) werden in einen 50-ml-Mefkolben (4.2.2) pipettiert, es wird
bis zur Marke mit 2-Propanol (3.8) aufgefullt. Der Sollgehalt dieser Losung betrigt 56 IE Vitamin A je ml.
3,0 ml dieser verdiinnten Vitamin-A-Acetat-Losung werden in einen 25-ml-Mefkolben pipettiert, es wird bis zur
Marke mit 2-Propanol (3.8) aufgefiillt. Der Sollgehalt dieser Losung betrdgt 6,72 IE Vitamin A je ml. Das
UV-Spektrum dieser Losung wird gegen 2-Propanol (3.8) im Spektralphotometer (4.6) zwischen 300 nm und
400 nm gemessen. Das Extinktionsmaximum mufl zwischen 325 nm und 327 nm liegen.

Berechnung des Vitamin-A-Gehalts:

IE Vitamin Ajml = E,,, x 19,0

1%

(E 1em fir Vitamin-A-Acetat = 1 530 bei 326 nm in 2-Propanol)

5.6.3.2. Vitamin-A-Palmitat-Stamml6sung

2,0 ml der Vitamin-A-Palmitat-Stammlosung (3.12.1) werden in einen 50-ml-Mefkolben (4.2.2) pipettiert, es
wird bis zur Marke mit 2-Propanol (3.8) aufgefiillt. Der Sollgehalt dieser Losung betrigt 56 IE Vitamin A je ml.
3,0 ml dieser verdiinnten Vitamin-A-Palmitat-Losung werden in einen 25-ml-Mefkolben pipettiert, es wird bis
zur Marke mit 2-Propanol (3.8) aufgefiillt. Der Sollgehalt dieser Losung betrdgt 6,72 IE Vitamin A je ml. Das
UV-Spektrum dieser Losung wird gegen 2-Propanol (3.8) im Spektralphotometer (4.6) zwischen 300 nm und
400 nm gemessen. Das Extinktionsmaximum muf zwischen 325 nm und 327 nm liegen.

Berechnung des Vitamin-A-Gehalts:

IE Vitamin Ajml = E,,, x 19,0

1%

(E
1 cm

fiir Vitamin-A-Palmitat = 957 bei 326 nm in 2-Propanol)

5.6.3.3. Vitamin-A-Arbeits-Standardlosung

3,0 ml der gemaf 5.6.1 hergestellten, unverdiinnten Vitamin-A-Arbeits-Standardlosung werden in einen 50-ml-
MeRkolben (4.2.2) pipettiert, es wird bis zur Marke mit 2-Propanol (3.8) aufgefillt. 5,0 ml dieser Losung werden
in einen 25-ml-Mefkolben pipettiert, es wird bis zur Marke mit 2-Propanol (3.8) aufgefiillt. Der Sollgehalt dieser
Losung betrdgt 6,72 IE Vitamin A je ml. Das UV-Spektrum dieser Losung wird gegen 2-Propanol (3.8) im
Spektralphotometer (4.6) zwischen 300 nm und 400 nm gemessen. Das Extinktionsmaximum muf§ zwischen
325 nm und 327 nm liegen.

Berechnung des Vitamin-A-Gehalts:

IE Vitamin Ajml = E,,; x 18,3

1%

E
(lcm

fur Vitamin-A-Alkohol = 1 821 bei 325 nm in 2-Propanol)

6. Berechnung der Ergebnisse

Aus der mittleren Hohe (Flache) der Vitamin-A-Peaks der Probenlésung wird anhand der Kalibrierkurve (5.6.2)
die Konzentration der Probenlésung in IE/ml bestimmt.
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Der Vitamin-A-Gehalt w in IE/kg der Probe wird nach folgender Formel berechnet:
500-f-V,-1000
w=—————— [IE/kg]
V,'m
Dabei ist:
f = Vitamin-A-Konzentration der Probenlosung (5.4) in IE/ml
V, = Volumen der Probenlésung (5.4) in ml
V, = Volumen des bei 5.4 verwendeten aliquoten Teils in ml
m = Probeneinwaage in g
7. Bemerkungen
7.1. Bei Proben mit niedrigen Vitamin-A-Gehalten kann es zweckmifSig sein, die Petroletherextrakte von zwei
Verseifungsansitzen (Einwaage 25 g) zu einer Probenlosung fiir die HPLC-Bestimmung zu vereinigen.
7.2. Die Einwaage fiir die Analyse sollte hochstens 2 g Fett enthalten.
7.3. Bei schlechter Phasentrennung konnen etwa 10 ml Ethanol (3.1) zur Zerstérung der Emulsion zugegeben
werden.
7.4. Bei Lebertran oder anderen reinen Fetten wird empfohlen, die Verseifungsdauer auf 45 bis 60 Min. zu erhdhen.
7.5. Statt BHT kann Hydrochinon verwendet werden.
7.6. Bei Verwendung einer Normalphasensiule ist die Trennung der Retinolisomeren moglich.
7.7. Statt Natriumascorbat-Losung konnen etwa 150 mg Ascorbinsiure verwendet werden.
7.8. Statt Natriumsulfid-Losung konnen etwa 50 mg EDTA verwendet werden.
8. Wiederholbarkeit
Die Differenz zwischen den Ergebnissen zweier paralleler Bestimmungen bei ein und derselben Probe darf 15 %
des hoheren Resultats nicht tiberschreiten.
9. Ergebnisse eines Ringversuchs (')

Vormischung Vormischung Mineralfutter Eiweiftkonzeentrat | Ferkelaufzuchtfutter
L 13 12 13 12 13
n 48 45 47 46 49
Mittelwert [IE/kg] 17,02 x 10° 1,21 x 10° 537 100 151 800 18 070
s, [IE/kg] 0,51 x 10°¢ 0,039 x 10° 22080 12 280 682
r [IE/kg] 1,43 x 10° 0,109 x 10¢ 61 824 34 384 1910
CV, [%] 3,0 3,5 4,1 8,1 3,8
s, [IE/kg] 1,36 x 10° 0,069 x 10° 46 300 23 060 3614
R [IE/kg] 3,81 x 10° 0,193 x 10° 129 640 64 568 10119
CV, [%] 8,0 6,2 8,6 15 20

L:  Zahl der Labors

n:  Zahl der Einzelwerte

s;  Wiederholstandardabweichung
s Vergleichstandardabweichung
r: Wiederholbarkeit

R:  Vergleichbarkeit

CV: Wiederholvariationskoeffizient
CV,: Vergleichsvariationskoeffizient

(') Durchgefithrt von der Fachgruppe Futtermittel des Verbands Deutscher Landwirtschaftlicher Untersuchungs- und Forschungsanstalten

(VDLUFA).
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Abbildung 1: Extraktionsapparat (4.8)

]
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Standzylinder (4.8.1)
(Ho6he etwa 48 cm) Schliffeinsatz (4.8.2)
(Lénge etwa 45 cm)

~=—— verschiebbares Rohr

Petroletherphase l_/

wilrige Phase
+

verseiftes Futtermittel
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TEIL B
BESTIMMUNG VON VITAMIN E

1. Zweck und Anwendungsbereich
Die Methode dient zur Bestimmung von Vitamin E in Futtermitteln und Vormischungen. Der Vitamin-E-Gehalt
wird in mg DL-a-Tocopherol-Acetat je kg angegeben. 1 mg DL-a-Tocopherol-Acetat entspricht 0,91 mg DL-a-
Tocopherol (Vitamin E).
Die untere Grenze der Bestimmbarkeit betragt 2 mg Vitamin Efkg.

2. Prinzip
Die Probe wird mit ethanolischer Kaliumhydroxid-Losung hydrolysiert, und das Vitamin E wird mit Petrolether
extrahiert. Das Losungsmittel wird eingedampft, der Riickstand wird in Methanol gelost und, falls notwendig, auf
die erforderliche Konzentration verdiinnt. Der Vitamin-E-Gehalt wird durch Umkehrphasen-Hochleistungsfliissig-
keits-Chromatographie (RP-HPLC) unter Verwendung eines UV- oder Fluoreszenzdetektors bestimmt.

3. Reagenzien

3.1. Ethanol, 6= 96 %

3.2. Petrolether, Siedeintervall 40 bis 60 °C

3.3. Methanol

3.4. Kaliumhydroxid-Losung, = 50 g/100 ml

3.5. Natriumascorbat-Lésung, p= 10 g/100 ml (siche Bemerkungen unter 7.7)

3.6. Natriumsulfid, Na,S-xH,0 (x= 7-9)

3.6.1. Natriumsulfid-Losung, ¢= 0,5 mol/l in Glycerin, f= 120 g/l (bei x= 9) (siche Bemerkungen unter 7.8)

3.7. Phenolphthalein-Losung, f= 2 g/100 ml in Ethanol (3.1)

3.8. Mobile Phase fir HPLC: Mischung von Methanol (3.3) und Wasser, z. B. 980 + 20 (v + v). Das Mischungsver-
haltnis muf8 der jeweils verwendeten Siule angepafit werden.

3.9. Stickstoff, sauerstofffrei

3.10. DL-a-Tocopherol-Acetat, reinst, mit zertifizierter Aktivitit

3.10.1. DL-a-Tocopherol-Acetat-Stammlosung: 100 mg DL-a-Tocopherol-Acetat (3.10) auf 0,1 mg genau in einen
100-ml-Mefkolben einwiegen. In Ethanol (3.1) losen und bis zur Marke mit demselben Losungsmittel auffiillen.
1 ml dieser Losung enthidlt 1 mg DL-a-Tocopherol-Acetat. (UV-Kontrolle siche 5.6.1.3; Stabilisierung siche
Bemerkungen unter 7.4).

3.11. DL-a-Tocopherol, reinst, mit zertifizierter Aktivitit

3.11.1. 100 mg DL-a-Tocopherol (3.10) auf 0,1 mg genau in einen 100-ml Mefkolben einwiegen. In Ethanol (3.1)
l6sen und bis zur Marke mit demselben Losungsmittel auffillen. 1 ml dieser Losung enthilt 1 mg DL-a-Toco-
pherol. (UV-Kontrolle siehe 5.6.2.3; Stabilisierung siehe Bemerkungen unter 7.4).

3.12.  2,6-Di-tert-butyl-4-methylphenol (BHT) (siche Bemerkungen unter 7.5)

4. Gerite

4.1. Vakuum-Rotationsverdampfer

4.2. Braunglasgerite

4.2.1. Stehkolben oder Erlenmeyerkolben, 500 ml, mit Schlifthiilse
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4.2.2.  Mefkolben mit Schliffstopfen, enghalsig, 10, 25, 100 und 500 ml

4.2.3.  Scheidetrichter, konische Form, 1000 ml, mit Schliffstopfen

4.2.4.  Spitzkolben, 250 ml, mit Schlifthiilsen

4.3, Allihn-RiickflufSkiihler, Mantellinge 300 mm, Kernschliff mit Adapter fiir Gaseinleitung
4.4, Phasentrennungsfaltenfilter, Durchmesser 185 mm (z. B. Schleicher & Schuell 597 Hy !/,
4.5. HPLC-Einrichtung mit Injektionssystem

4.5.1.  Flissigkeitschromatographiesiule, 250 mm x 4 mm, C,,, Korngrofe 5 oder 10 pm oder gleichwertiges Material

18’

4.5.2.  UV- oder Fluoreszenzdetektor mit variabler Wellenldngeneinstellung
4.6. Spektralphotometer mit Quarz-Kiivetten von 10 mm Schichtdicke
4.7. Wasserbad mit Magnetriihrer

4.8. Extraktionsapparat (Abbildung 1) bestehend aus:

4.8.1. 1-Liter-Standzylinder mit Schliff und Schliffstopfen

4.8.2.  Schliffeinsatz mit Seitenarm und einem in der Hohe verschiebbaren Rohr in der Mitte. Das verschiebbare Rohr
sollte ein U-formiges unteres Ende und eine Diise am entgegengesetzten Ende haben, so daff die obere
Flissigkeitsphase aus dem Zylinder in den Scheidetrichter uiberfithrt werden kann.

5. Durchfithrung

Anmerkung: Vitamin E ist empfindlich gegeniiber Licht (UV-Strahlung und Oxidationsmitteln. Es muf deshalb unter Ausschluf§
von Licht (Verwendung von Braunglasgeriten oder mit Aluminiumfolie abgedeckte Glasgerite) und Sauerstoff
(Stickstoffspiilung) gearbeitet werden. Wahrend der Extraktion sollte das Luftpolster iiber der Fliissigkeit durch
Stickstoff ersetzt werden (zur Vermeidung von Uberdruck Stopfen rechtzeitig liiften).

5.1. Vorbereitung der Probe

Die Probe unter Vermeidung von Erwirmung so fein vermahlen, daf sie ein Sieb mit 1 mm Maschenweite
passieren kann. Die Zerkleinerung darf erst unmittelbar vor dem Einwiegen und Verseifen erfolgen, da sonst
Vitamin-E-Verluste auftreten kénnen.

5.2. Verseifung

Je nach Vitamin-E-Gehalt 2 bis 25 g der Probe auf 0,01 g genau in einen 500-ml-Steh- oder Erlenmeyerkolben
(4.2.1) einwiegen. Nacheinander unter Umschiitteln 130 ml Ethanol (3.1), etwa 100 mg BHT (3.12), 2 ml
Natriumascorbat-Losung (3.5) und 2 ml Natriumsulfid-Losung (3.6) zusetzen. Den Kolben mit dem Riickfluf-
kithler (4.3) verbinden und in ein Wasserbad mit Magnetrithrer (4.7) geben. Bis zum Sieden erhitzen und 5 Min.
am RiickflufSkiihler kochen. AnschlieBend werden 25 ml Kaliumhydroxid-Losung (3.4) durch den Riickfluf-
kithler (4.3) zugegeben, und es wird 25 Min. weiter gekocht unter stindigem Rithren und schwachem Stickstoff-
strom. Den Kiihler mit etwa 20 ml Wasser ausspiilen und den Kolbeninhalt auf Zimmertemperatur abkithlen.

5.3. Extraktion

Die Verseifungslésung wird mit 250 ml Wasser quantitativ in einen 1 000-ml-Scheidetrichter (4.2.3) oder in den
Extraktionsapparat (4.8) iiberfithrt. Der Verseifungskolben wird mit 25 ml Ethanol (3.1) und anschlieend mit
100 ml Petrolether (3.2) nachgewaschen, und die Fliissigkeiten werden ebenfalls in den Scheidetrichter oder den
Extraktionsapparat iberfithrt. Das Wasser/Ethanol-Verhiltnis in den vereinigten Losungen sollte etwa 2:1
betragen. 2 Min. griindlich schiitteln und dann 2 Min. stehenlassen.

5.3.1. Extraktion mit Hilfe eines Scheidetrichters (4.2.3)

Nach Phasentrennung (siche Bemerkung unter 7.3) wird die Petroletherphase in einen anderen Scheidetrichter
(4.2.3) iberfiithrt. Diese Extraktion noch zweimal mit je 100 ml Petrolether (3.2) und zweimal mit je 50 ml
Petrolether (3.2) wiederholen.
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Die vereinigten Extrakte werden im Scheidetrichter durch zweimaliges Schwenken (Vermeidung von Emulsions-
bildung) mit Portionen von jeweils 100 ml Wasser und durch mehrmaliges Schiitteln mit weiteren Portionen
von 100 ml Wasser so oft gewaschen, bis das Waschwasser bei Zugabe von Phenolphthalein-Losung (3.7)
farblos bleibt (viermaliges Waschen ist normalerweise ausreichend). Zur Entfernung eventuell suspendierten
Wassers wird der gewaschene Extrakt durch ein trockenes Phasentrennungsfilter (4.4) in einen 500-ml-
MeRkolben (4.2.2) filtriert. Scheidetrichter und Filter mit 50 ml Petrolether (3.2) nachwaschen, mit Petrolether

(3.2) bis zur Marke auffiillen und gut umschiitteln.

5.3.2.  Extraktion mit Hilfe eines Extraktionsapparats (4.8)

Nach Phasentrennung (siche Bemerkung unter 7.3) wird der Stopfen des Standzylinders (4.8.1) am Schliffeinsatz
(4.8.2) wieder aufgesetzt und das verschiebbare Rohr wird so eingestellt, dal sich das U-formige untere Ende
gerade tiber dem Niveau der Grenzfliche befindet. Durch Druckausiibung von einer am Seitenarm angebrachten
Stickstoffleitung wird die obere Petroletherphase in einen 1 000-ml-Scheidetrichter (4.2.3) tberfithrt. 100 ml
Petrolether (3.2) in den Standzylinder geben, mit Stopfen verschliefen und griindlich schiitteln. Nach der
Phasentrennung die obere Phase wie zuvor in den Scheidetrichter tiberfithren. Diese Extraktion noch zweimal mit
je 100 ml Petrolether (3.2) und zweimal mit je 50 ml Petrolether (3.2) wiederholen und die Petroletherphasen in

den Scheidetrichter iiberfiihren.

Die vereinigten Petroletherextrakte wie unter Nummer 5.3.1 erldutert waschen und wie dort beschrieben weiter

verfahren.

5.4. Vorbereitung der Probenlosung fiir die HPLC

Ein aliquoter Teil der Petrolether-Losung (von 5.3.1 oder 5.3.2) wird in einen 250-ml-Spitzkolben (4.2.4)
pipettiert. Das Losungsmittel wird unter reduziertem Druck und bei einer Badtemperatur von héchstens 40 °C
am Rotationsverdampfer (4.1) fast bis zur Trockne eingedampft. Darauf wird unter Stickstoff (3.9) Druckaus-
gleich geschaffen und der Kolben vom Rotationsverdampfer abgenommen. Das restliche Losungsmittel wird im
Stickstoffstrom (3.9) abgeblasen, und der Riickstand wird sofort in einer definierten Menge (10-100 ml)
Methanol (3.3) aufgenommen (die Konzentration von DL-a-Tocopherol sollte 5 pg/ml bis 30 pg/ml betragen).

5.5. Bestimmung durch HPLC

Die Abtrennung von Vitamin E erfolgt mit Hilfe einer Umkehrphasen-C ,-Siule (4.5.1), und die Konzentration
wird mit Hilfe eines Fluoreszenzdetektors (Anregung: 295 nm, Emission: 330 nm) oder eines UV-Detektors

(292 nm) (4.5.2) gemessen.

Hierzu wird ein aliquoter Teil (z. B. 20 pl) der nach 5.4 erhaltenen methanolischen Losung auf die Trennsiule
gegeben und mit der mobilen Phase (3.8) eluiert. Die mittleren Peakhohen (-flichen) von mehreren Einsprit-
zungen derselben Probenlosung werden ermittelt. In der gleichen Weise werden die mittleren Peakhohen
(-flichen) von mehreren Einspritzungen der Kalibrierlosungen (5.6.2) bestimmt.

HPLC-Parameter

Die folgenden Angaben sind Richtwerte; andere Parameter konnen verwendet werden, sofern sie zu vergleich-

baren Ergebnissen fithren:
Fliissigkeitschromatographiesdule (4.5.1):
Mobile Phase (3.8):

Durchfluf3rate:
Detektor (4.5.2):

250 mm x4 mm, C,, 5 oder 10 pm Korngréfe oder

gleichwertiges Material

Mischung von Methanol (3.3) und Wasser z. B. 980 + 20
(v+v)

1-2 ml/Min.

Fluoreszenzdetektor ~ (Anregung: 295 nm  Emission:
330 nm) oder UV-Detektor (292 nm)

5.6. Eichung (DL-a-Tocopherol-Acetat oder DL-a-Tocopherol)

5.6.1. DL-a-Tocopherol-Acetat-Standard

5.6.1.1. Herstellen der Arbeits-Standardlosung

25 ml der DL-a-Tocopherol-Acetat-Stammlosung (3.10.1) in einen 500-ml-Steh- oder Erlenmeyerkolben (4.2.1)
pipettieren und wie unter Nummer 5.2 beschrieben hydrolysieren. Anschliefend mit Petrolether (3.2) gemafS
Nummer 5.3 extrahieren und mit Petrolether auf 500 ml auffillen. 25 ml dieses Extrakts werden am Rotations-
verdampfer (siche 5.4) fast bis zur Trockne eingedampft, das verbleibende Losungsmittel wird mit einem
Stickstoffstrom (3.9) abgeblasen, und der Riickstand wird in 25,0 ml Methanol (3.3) aufgenommen. Der
Sollgehalt dieser Losung betrigt 45,5 pg DL-a-Tocopherol je ml; das entspricht 50 pg DL-a-Tocopherol-Acetat
je ml. Die Arbeits-Standardlosung muff vor Gebrauch frisch zubereitet werden.
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5.6.1.2. Herstellen der Kalibrierlosungen und Erstellung der Kalibrierkurve

1,0 ml, 2,0 ml, 4,0 ml und 10,0 ml der Arbeits-Standardlosung werden in eine Reihe von 20-ml-Mefkolben
pipettiert; bis zur Marke mit Methanol (3.3) auffiillen und mischen. Der Sollgehalt dieser Losungen betrigt
2,5 pg/ml, 5,0 pg/ml, 10,0 pg/ml und 25,0 pg/ml DL-a-Tocopherol-Acetat, d.h. 2,28 pg/ml, 4,55 pg/ml,
9,10 pg/ml und 22,8 pg/ml DL-a-Tocopherol.

20 pl von jeder Kalibrierlosung werden mehrmals eingespritzt, und die mittleren Peakhohen (-flichen) werden
gemessen. Unter Verwendung der mittleren Peakhohen (-flichen) wird eine Kalibrierkurve erstellt.

5.6.1.3. UV-Kontrolle der DL-a-Tocopherol-Acetat-Stammlosung (3.10.1)

5,0 ml der DL-a-Tocopherol-Acetat-Stammlosung (3.10.1) werden mit Ethanol auf 25,0 ml aufgefiillt, das
UV-Spektrum dieser Losung wird gegen Ethanol (3.1) im Spektralphotometer (4.6) zwischen 250 nm und
320 nm gemessen.

Das Extinktionsmaximum soll bei 284 nm liegen.

1%
(E °o= 43,6 bei 284 nm in Ethanol
1cm

Bei der vorliegenden Verdiinnung sollte eine Extinktion von 0,84 bis 0,88 erzielt werden.
5.6.2.  DL-o-Tocopherol-Standard

5.6.2.1. Herstellen der Arbeits-Standardlosung

2,0 ml der DL-a-Tocopherol-Stammldsung (3.11.1) werden in einen 50-ml-Mefkolben pipettiert, in Methanol
(3.3) gelost und bis zur Marke mit Methanol aufgefiillt. Der Sollgehalt dieser Losung betrigt 40 pg DL-a-Toco-
pherol je ml; das entspricht 44,0 ug DL-a-Tocopherol-Acetat je ml. Die Arbeits-Standardlosung mufy vor
Gebrauch frisch zubereitet werden.

5.6.2.2. Herstellen der Kalibrierlosungen und Erstellung der Kalibrierkurve

1,0 ml, 2,0 ml, 4,0 ml und 10,0 ml der Arbeits-Standardlosung werden in eine Reihe von 20-ml-Mefkolben
pipettiert; bis zur Marke mit Methanol (3.3) auffiillen und mischen. Der Sollgehalt dieser Losungen betrigt
2,0 pg/ml, 4,0 pg/ml, 8,0 pg/ml und 20,0 pg/ml DL-a-Tocopherol, d. h. 2,20 pg/ml, 4,40 pg/ml, 8,79 ng/ml
und 22,0 pg/ml DL-a-Tocopherol-Acetat.

20 pl von jeder Kalibrierlosung werden mehrmals eingespritzt, und die mittleren Peakhohen (-flichen) werden
gemessen. Unter Verwendung der mittleren Peakhohen (-flichen) wird eine Kalibrierkurve erstellt.

5.6.2.3. UV-Kontrolle der DL-a-Tocopherol-Stammlosung (3.11.1)
2,0 ml der DL-a-Tocopherol-Stammlosung (3.11.1) werden mit Ethanol auf 25,0 ml aufgefillt, das UV-Spek-

trum dieser Losung wird gegen Ethanol (3.1) im Spektralphotometer (4.6) zwischen 250 nm und 320 nm
gemessen. Das Extinktionsmaximum soll bei 292 nm liegen.

1%
€ . =758bei 292 nm in Ethanol
1 cm

Bei der vorliegenden Verdiinnung sollte eine Extinktion von 0,6 erzielt werden.

6. Berechnung der Ergebnisse

Aus der mittleren Hohe (Flache) der Vitamin-E-Peaks der Probenldsung wird anhand der Kalibrierkurve (5.6.1.2
oder 5.6.2.2) die Konzentration der Probenlésung in pg/ml (berechnet als a-Tocopherol-Acetat) bestimmt.

Der Vitamin-E-Gehalt w in mg/kg der Probe wird nach folgender Formel berechnet:
5006V,

w= ———— [mgfkg]

i.m
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Dabei ist:
f = Vitamin-E-Konzentration der Probenlosung (5.4) in pg/ml
V, = Volumen der Probenlésung (5.4) in ml
V, = Volumen des bei 5.4 verwendeten aliquoten Teils in ml
m = Probeneinwaage in g

7. Bemerkungen

7.1. Bei Proben mit niedrigen Vitamin-E-Gehalten kann es zweckmifig sein, die Petroletherextrakte von zwei
Verseifungsansitzen (Einwaage 25 g) zu einer Probenlosung fiir die HPLC-Bestimmung zu vereinigen.

7.2 Die Einwaage fiir die Analyse sollte hochstens 2 g Fett enthalten.

7.3. Bei schlechter Phasentrennung konnen etwa 10 ml Ethanol (3.1) zur Zerstérung der Emulsion zugegeben
werden.

7.4. Nach der spektralphotometrischen Vermessung der DL-a-Tocopherol-Acetat- oder DL-a-Tocopherol-Losung nach
5.6.1.3 bzw. 5.6.2.3 empfichlt es sich, der Losung (3.10.1 bzw. 3.10.2) etwa 10 mg BHT (3.12) zuzusetzen und
die Losung im Kithlschrank aufzubewahren (Haltbarkeitsdauer hochstens vier Wochen).

7.5. Statt BHT kann Hydrochinon verwendet werden.

7.6. Bei Verwendung einer Normalphasensdule ist die Trennung von a-, f-, x- und 8-Tocopherol maoglich.

7.7. Statt Natriumascorbat-Losung konnen etwa 150 mg Ascorbinsiure verwendet werden.

7.8. Statt Natriumsulfid-Losung konnen etwa 50 mg EDTA verwendet werden.

8. Wiederholbarkeit
Die Differenz zwischen den Ergebnissen zweier paralleler Bestimmungen bei ein und derselben Probe darf 15 %
des hoheren Resultats nicht tiberschreiten.

9. Ergebnisse eines Ringversuchs (')

Vormischung Vormischung Mineralfutter Eiweiffkonzentrat | Ferkelaufzuchtfutter
L 12 12 12 12 12
n 48 48 48 48 48
Mittelwert [mg/kg] 17 380 1187 926 315 61,3
s, [mg[kg] 384 45,3 25,2 13,0 2,3
r [mg/kg] 1075 126,8 70,6 36,4 6,4
CV, [%] 2,2 3,8 2,7 4,1 3,8
s, [mg/kg] 830 65,0 55,5 18,9 7,8
R [mg/kg] 2324 182,0 155,4 52,9 21,8
CV, [%] 4,8 5,5 6,0 6,0 12,7
L:  Zahl der Labors
n:  Zahl der Einzelwerte
s;  Wiederholdstandardabweichung
s Vergleichstandardabweichung
r: Wiederholbarkeit
R:  Vergleichbarkeit
CV: Wiederholvariationskoeffizient

CV,: Vergleichsvariationskoeffizient

(') Durchgefithrt von der Fachgruppe Futtermittel des Verbands Deutscher Landwirtschaftlicher Untersuchungs- und Forschungsanstalten

(VDLUFA).
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Abbildung 1: Extraktionsapparat (4.8)

]

o

Standzylinder (4.8.1)
(Ho6he etwa 48 cm) Schliffeinsatz (4.8.2)
(Lénge etwa 45 cm)

~=—— verschiebbares Rohr
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wilrige Phase
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verseiftes Futtermittel
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TEIL C
BESTIMMUNG VON TRYPTOPHAN

1. Zweck und Anwendungsbereich
Die Methode dient zur Bestimmung des Gesamtgehalts an Tryptophan und des Gehalts an freiem Tryptophan in
Futtermitteln. Sie dient nicht zur Unterscheidung zwischen D- und L-Formen.

2. Prinzip
Zur Bestimmung des Gesamtgehalts an Tryptophan wird die Probe unter alkalischen Bedingungen mit gesattigter
Bariumhydroxid-Losung hydrolysiert und 20 Std. auf 110 °C erhitzt. Nach der Hydrolyse wird ein interner
Standard zugegeben.
Zur Bestimmung des Gehalts an freiem Tryptophan wird die Probe unter leicht sauren Bedingungen in
Gegenwart eines internen Standards extrahiert.
Tryptophan und interner Standard im Hydrolysat bzw. im Extrakt werden durch HPLC mit Fluoreszenzdetektor
bestimmt.

3. Reagenzien

3.1. Es ist bidestilliertes Wasser oder Wasser gleichwertiger Qualitit zu verwenden (Leitfahigkeit < 10 pS/cm).

3.2. Standardsubstanz: Tryptophan (Reinheit/Gehalt > 99 %), im Vakuum iber Phosphorpentoxid getrocknet

3.3. Interner Standard: a-Methyl-Tryptophan (Reinheit/Gehalt > 99 %), im Vakuum iber Phosphorpentoxid
getrocknet

3.4. Bariumhydroxid-Octahydrat (das Ba(OH), - 8 H,0 darf nicht iibermaRig der Luft ausgesetzt werden, um die
Bildung von BaCO, zu vermeiden, das die Bestimmung stéren kénnte (siche Bemerkung unter 9.3).

3.5. Natriumhydroxid

3.6. Orthophosphorsdure, w= 85 %

3.7. Salzsdure, p,,, 1,19 g/ml

3.8. Methanol, HPLC-Qualitdt

3.9. Petrolether, Siedeintervall 40 bis 60 °C

3.10.  Natriumhydroxid-Losung, ¢ = 1 mol/l:
40,0 g NaOH (3.5) in Wasser losen und mit Wasser (3.1) auf 1 Liter auffiillen.

3.11.  Salzsdure, ¢= 6 moll:

492 ml HCl (3.7) mit Wasser auf 1 Liter auffiillen.
Salzsdure, ¢ = 1 mol/l:

82 ml HCl (3.7) mit Wasser auf 1 Liter auffiillen.
Salzsdure, ¢ = 0,1 mol/l:

8,2 ml HCl (3.7) mit Wasser auf 1 Liter auffiillen.
Orthophosphorsiure, ¢ = 0,5 mol/l:

34 ml Orthophosphorsiure (3.6) mit Wasser (3.1) auf 1 Liter auffiillen.
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3.17.

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

5.1.

5.2.

Konzentrierte Tryptophan-Losung (3.2), ¢= 2,50 pmol/ml:

0,2553 g Tryptophan (3.2) in einem 500-ml-Mefkolben in Salzsdure (3.13) l6sen und mit Salzsdure bis zur
Marke auffiillen. Bei — 18 °C hochstens vier Wochen aufbewahren.

Konzentrierte interne Standardlosung, ¢ = 2,50 pmol/ml:

0,2728 g a-Methyl-Tryptophan (3.3) in einem 500-ml-Mefkolben in Salzsiure (3.13) 16sen und mit Salzsiure
(3.13) bis zur Marke auffiillen. Bei — 18 °C hochstens vier Wochen aufbewahren.

Eichstandardlosung von Tryptophan und internem Standard:

2,00 ml konzentrierte Tryptophan-Losung (3.15) und 2,00 ml konzentrierte interne Standardlosung (a-Methyl-
Tryptophan) (3.16) mit Wasser (3.1) und Methanol (3.8) auf etwa dasselbe Volumen und etwa dieselbe
Methanolkonzentration (10-30 %) wie das fertige Hydrolysat verdiinnen.

Diese Losung mufl vor Gebrauch frisch hergestellt werden.

Bei der Zubereitung vor direktem Sonnenlicht schiitzen.

Essigsaure

1,1,1-Trichlor-2-methyl-2-propanol

Ethanolamin > 98 %

Losung von 1 g 1,1,1-Trichlor-2-methyl-2-propanol (3.19) in 100 ml Methanol (3.8)

Mobile Phase fiir HPLC: 3,00 g Essigsdure (3.18) + 900 ml Wasser (3.1) + 50,0 ml Losung (3.21) von 1,1,1-

Trichlor-2-methyl-2-propanol (3.19) in Methanol (3.8) (1 g/100 ml). Der pH-Wert wird mit Ethanolamin (3.20)
auf 5,00 eingestellt. Mit Wasser (3.1) auf 1 000 ml auffillen.

Gerite
HPLC-Einrichtung mit Fluoreszenzdetektor

Fliissigkeitschromatographiesdule, 125 mm x 4 mm, C,,, Korngrofe 3 um, oder gleichwertiges Material

18’

pH-Meter

Polypropylen-Kolben, 125 ml, Weithals mit Schraubkappe
Membranfilter, 0,45 pm

Autoklav, 110 ( 2) °C, 1,4 (+ 0,1) bar

Mechanisches Schiittelgerdt oder Magnetrithrer

Vortex-Schiittelgerit

Durchfithrung

Vorbereitung der Proben

Die Probe wird so fein vermahlen, daf sie ein Sieb mit 0,5 mm Maschenweite passieren kann. Proben mit
hohem Feuchtigkeitsgehalt miissen vor dem Vermahlen entweder bei einer Temperatur von hdchstens 50 °C
luftgetrocknet oder gefriergetrocknet werden. Proben mit hohem Fettgehalt sollten vor dem Vermahlen mit
Petrolether (3.9) extrahiert werden.

Bestimmung von freiem Tryptophan (Extrakt)

Eine geeignete Menge (1-5 g) der vorbereiteten Probe (5.1) auf 1 mg genau in einen Erlenmeyerkolben
einwiegen. 100,0 ml Salzsdure, ¢ = 0,1 mol/l, (3.13) und 5,00 ml konzentrierte interne Standardlésung (3.16)
zugeben. 60 Min. mit einem mechanischen Schiittelgerdt oder einem Magnetrithrer (4.7) schiitteln bzw. rithren.
Absetzen lassen und 10,0 ml des Uberstands in ein Becherglas pipettieren. 5 ml Orthophosphorsiure,
c¢= 0,5 molfl, (3.14) zugeben. Der pH-Wert wird mit Natriumhydroxid-Losung, ¢ = 1,0 mol/l, (3.10) auf 3,0
eingestellt. Ausreichend Methanol (3.8) fiir eine Methanolkonzentration von 10 bis 30 % im Endvolumen
zugeben. In einen MefSkolben mit ausreichendem Volumen iiberfithren und mit Wasser auf das fur die Chroma-
tographie notwendige Volumen verdiinnen (etwa dasselbe Volumen wie die Kalibrierstandardlosung (3.17)).
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5.3.

5.4.

Einige ml der Losung werden durch ein 0,45-pm-Membranfilter (4.5) filtriert, bevor ein Aliquot auf die
HPLC-Sdule gegeben wird. Die Chromatographie gemidff Nummer 5.4 durchfithren.

Standardlosung und Extrakte sind vor direktem Sonnenlicht zu schiitzen. Falls es nicht moglich ist, die Extrakte
am selben Tag zu analysieren, konnen sie bei 5°C maximal drei Tage aufbewahrt werden.

Bestimmung des Gesamttryptophans (Hydrolysat)

0,1 bis 1 g der vorbereiteten Probe (5.1) werden auf 0,2 mg genau in den Polypropylenkolben (4.4) eingewogen.
Der eingewogene Teil der Probe sollte einen Stickstoffgehalt von etwa 10 mg haben. 8,4 g Bariumhydroxid-
Octahydrat (3.4) und 10 ml Wasser zugeben. Mit Hilfe eines Vortex-Schiittelgerdts (4.8) oder Magnetriihrgerits
(4.7) mischen. Den teflonbeschichteten Magneten in der Mischung lassen. Die GefiSwinde mit 4 ml Wasser
abspiilen. Schraubkappe aufsetzen und Kolben locker verschliefen. In einem Autoklaven (4.6) 30-60 Minuten
mit kochendem Wasser erhitzen. Den Autoklaven schliefen und 20 Stunden bei 110 (% 2) °C autoklavieren.

Vor dem Offnen des Autoklaven ist die Temperatur auf knapp unter 100 °C zu senken. Um Kristallisation des
Ba(OH), - 8 HO, zu vermeiden, sind der warmen Mischung 30 ml Wasser mit Zimmertemperatur zuzugeben.
Leicht schiitteln oder rithren. 2,00 ml konzentrierte interne Standardlosung (a-Methyl-Tryptophan) (3.16)
zugeben. Die Gefifle im Wasser-|Eisbad 15 Min. kiihlen.

Anschlieend 5 ml Orthophosphorsiure, ¢ = 0,5 mol/l, (3.14) zugeben. Das Gefiff im Kiihlbad belassen und
unter Rithren mit HCl, ¢ = 6 mol/l, (3.11) neutralisieren; der pH-Wert wird mit HCl, c= 1 mol/l, (3.12) auf 3,0
eingestellt. Ausreichend Methanol fiir eine Methanolkonzentration von 10 bis 30 % im Endvolumen zugeben. In
einen Mefkolben mit ausreichendem Volumen iiberfithren und mit Wasser auf das fiir die Chromatographie
notwendige Volumen verdiinnen (z. B. 100 ml). Die Zugabe von Methanol sollte keine Prazipitation verursachen.

Einige ml der Losung werden durch ein 0,45-pm-Membranfilter (4.5) filtriert, bevor ein Aliquot auf die
HPLC-Sdule gegeben wird. Die Chromatographie gemdff Nummer 5.4 durchfithren.

Standardlosung und Hydrolysate sind vor direktem Sonnenlicht zu schiitzen. Falls es nicht moglich ist, die
Hydrolysate am selben Tag zu analysieren, konnen sie bei 5°C maximal drei Tage aufbewahrt werden.

HPLC-Bestimmung

Die folgenden Angaben fiir eine isokratische Trennung sind Richtwerte; andere Parameter konnen verwendet
werden, sofern sie zu vergleichbaren Ergebnissen fithren (siche Bemerkungen 9.1 und 9.2):

Flissigkeitschromatographiesule (4.2): 125 mm x 4 mm, C,, 3 pm Korngrofle oder gleichwer-
tiges Material

Sdulentemperatur: Zimmertemperatur

Mobile Phase (3.22): 300 ¢ Essigsiure (3.18) + 900 ml Wasser
(3.1) + 50,0 ml Losung (3.21) von 1,1,1-Trichlor-2-
methyl-2-propanol (3.19) in Methanol (3.8) (1 g/100 ml).
Mit Ethanolamin (3.20) auf einen pH-Wert von 5,00
einstellen. Mit Wasser (3.1) auf 1 000 ml auffiillen

Durchflufrate: 1 ml/Min.
Gesamtlaufzeit: etwa 34 Min.
Detektionswellenldnge: Anregung: 280 nm/Emission: 356 nm

Injektionsvolumen: 20 pl

Berechnung der Ergebnisse

AxBxCxDxExMW

= g Tryptophan je 100 g Probe
FxGxHx10000xW
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A = Peakfliche von internem Standard; Kalibrierstandardlosung (3.17)
B = Peakfliche von Tryptophan, Extrakt (5.2) oder Hydrolysat (5.3)

C = Volumen der konzentrierten Tryptophanlosung (3.15), das der Kalibrierlosung (3.17) zugegeben wurde,
in ml (2 ml)

D = Konzentration der konzentrierten Tryptophanlosung (3.15), die der Kalibrierlosung (3.17) zugegeben
wurde, in pmol/ml (= 2,50)

E = Volumen der konzentrierten internen Standardlosung (3.16), das bei der Extraktion (5.2) (= 5,00 ml)
bzw. bei der Hydrolyse (5.3) (2,00 ml) zugegeben wurde, in ml

= Peakfliche von internem Standard, Extrakt (5.2) oder Hydrolysat (5.3)
G = Peakfliche von Tryptophan, Kalibrierstandardlésung (3.17)

= Volumen der konzentrierten internen Standardlosung (3.16), das der Kalibrierstandardlosung (3.17)
zugegeben wurde, in ml (2,00 ml)

W = Probengewicht in g (korrigiert auf Originalgewicht, falls getrocknet und/oder entfettet)
MW

Molekulargewicht von Tryptophan (= 204,23)

Wiederholbarkeit

Die Differenz zwischen den Ergebnissen zweier paralleler Bestimmungen bei ein und derselben Probe darf 10 %
des hoheren Resultats nicht iiberschreiten.

Ergebnisse eines Ringversuchs

Es wurde ein EG-Ringversuch (4. Vergleichstest) durchgefiihrt, bei dem drei Proben von bis zu 12 Labors
analysiert wurden, um die Hydrolysemethode zu zertifizieren. Jede Probe wurde mehrfach (fiinfmal) analysiert.
Die Ergebnisse sind in nachstehender Tabelle zusammengefaft:

Probe 1 Probe 2 Probe 3
Schweinefutter Schweinefutter mit Zusatz von | Futterkonzentrat fiir Schweine
L-Tryptophan
L 12 12 12
n 50 55 50
Mittelwert [g/kg] 2,42 3,40 4,22
s, [g/kg] 0,05 0,05 0,08
r [g/kg] 0,14 0,14 0,22
CV, [%] 1,9 1,6 1,9
s, [g/kg] 0,15 0,20 0,09
R [g/kg] 0,42 0,56 0,25
CV, [%] 6,3 6,0 2,2
L:  Zahl der Labors, die Ergebnisse eingereicht haben
n:  Zahl der Einzelergebnisse ohen Ausreifer (AusreifSertest von Cochran, Dixon)
s;  Wiederholdstandardabweichung

@
=.

Vergleichstandardabweichung
Wiederholbarkeit
Vergleichbarkeit
V: Wiederholvariationskoeffizient
CV,: Vergleichsvariationskoeffizient

nN7m=

Es wurde ein weiterer EG-Ringversuch (3. Vergleichstest) durchgefiihrt, bei dem zwei Proben von bis zu 13
Labors analysiert wurden, um die Methode zur Extraktion von freiem Tryptophan zu zertifizieren. Jede Probe
wurde mehrfach (finfmal) analysiert. Die Ergebnisse sind in nachstehender Tabelle zusammengefaft:
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Probe 4

Mischung aus Weizen und Soja

Probe 5

Mischung aus Weizen und Soja
(= Probe 4) mit Tryptophan-Zusatz

(0,457 gfkgl)

L 12 12
n 55 60
Mittelwert [g/kg] 0,391 0,931
s, lg/kg] 0,005 0,012
r [g/kg] 0,014 0,034
CV, [%] 1,34 1,34
s, g/ke] 0,018 0,048
R [g/kg] 0,050 0,134
CV, [%] 4,71 5,11
L:  Zahl der Labors, die Ergebnisse eingereicht haben

n:  Zahl der Einzelergebnisse ohne Ausreifier (AusreifSertest von Cochran, Dixon)

s;  Wiederholstandardabweichung

se Vergleichstandardabweichung

r: Wiederholbarkeit

R:  Vergleichbarkeit

CV.: Wiederholvariationskoeffizient

CV,: Vergleichsvariationskoeffizient

Es wurde ein weiterer EG-Vergleichstest durchgefiithrt, bei dem vier Proben von bis zu sieben Labors analysiert
wurden, um die Tryptophan-Hydrolyse zu zertifizieren. Die Ergebnisse sind in nachstehender Tabelle zusammen-
gefallt. Jede Probe wurde mehrfach (fiinfmal) analysiert.

Probe 1 Probe 2 Probe 3 Probe 4
Schweinemischfutter Fisc}lm;ﬂ;ﬁ; i;glfringem Sojamehl Mag(ec:rl;nlvill Clh 2p (;x)lver
(CRM 117) R 118) (CRM 119)

L 7 7 7 7
n 25 30 30 30
Mittelwert [g/kg] 2,064 8,801 6,882 5,236
s, [g[kg] 0,021 0,101 0,089 0,040
r [g/kg] 0,059 0,283 0,249 0,112
CV, [%] 1,04 1,15 1,30 0,76
s, [g/kg] 0,031 0,413 0,283 0,221
R [g/kg] 0,087 1,156 0,792 0,619
CV, [%] 1,48 4,69 4,11 4,22
L:  Zahl der Labors, die Ergebnisse eingereicht haben
n:  Zahl der Einzelergebnisse ohne Ausreiffer (AusreifSertest von Cochran, Dixon)
s;  Wiederholstandardabweichung
s Vergleichstandardabweichung
r: Wiederholbarkeit
R:  Vergleichbarkeit
CV.: Wiederholvariationskoeffizient

CV,: Vergleichsvariationskoeffizient




L 174/50 Amtsblatt der Europdischen Gemeinschaften 13.7.2000

9. Bemerkungen

9.1. Unter besonderen Chromatographiebedingungen kann eine bessere Trennung von Tryptophan und a-Methyl-
Tryptophan erreicht werden.

Isokratische Elution gefolgt von Gradientensiulenreinigung:

Fliissigkeitschromatographiesdule: 125 mm x 4 mm, C,;, 5 pm Korngrofe oder gleichwer-
tiges Material

Sdulentemperatur: 32°C

Mobile Phase: A: 0,01 molfl KH,PO,/Methanol, 95+ 5 (V+V).
B : Methanol

Gradientenprogramm: 0 Min. 100% A 0% B
15 Min. 100 % A 0% B
17 Min. 60% A 40% B
19 Min. 60% A 40% B
21 Min. 100 % A 0% B
33 Min. 100 % A 0% B

Durchflufrate: 1,2 ml/Min.

Gesamtlaufzeit: etwa 33 Min.

9.2. Die Durchfithrung der Chromatographie variiert je nach Art der HPLC und der verwendeten Siulenpackung. Das

System mufl so gewidhlt werden, daff eine Grundlinientrennung zwischen Tryptophan und dem internen
Standard moglich ist. Die Abbauprodukte miissen deutlich von Tryptophan und internem Standard getrennt
werden. Es sollten Hydrolysate ohne internen Standard analysiert werden, um die Grundlinie unter dem internen
Standard auf Verunreinigungen zu analysieren. Die Laufzeit muf$ lang genug sein, daf alle Abbauprodukte eluiert
werden, andernfalls konnen spite Elutionspeaks anschlieSende Chromatographiedurchginge beeintrichtigen.

Im Betriebsbereich sollte das Chromatographiesystem eine lineare Reaktion ergeben. Die lineare Reaktion sollte
bei einer konstanten (der normalen) Konzentration des internen Standards und unterschiedlichen Tryptophan-
konzentrationen gemessen werden. Die Groffe des Tryptophan- und des internen Standardpeaks miissen sich
innerhalb des linearen Bereichs des HPLC/[Fluoreszenzsystems befinden. Sollten der Tryptophan- und/oder der
interne Standardpeak zu klein oder zu hoch sein, ist die Analyse mit einer anderen Probengroffe und/oder einem
anderen Endvolumen zu wiederholen.

9.3. Bariumhydroxid

Alteres Bariumhydroxid ist schwerer loslich. Dies kann dazu fithren, daf die Losung fiir die HPLC-Bestimmung
nicht klar ist und zu niedrigen Tryptophan-Werten fithren kann.




