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A BIZOTTSAG 2000/45/EK IRANYELVE
(2000. jilius 6.)

a takarmdnyokban taldlhaté A-vitamin, E-vitamin és triptofin meghatirozisira szolgilé kozosségi
analitikai mddszerek létrehozdsarol

(EGT vonatkozisii szoveg)

AZ EUROPAI KOZOSSEGEK BIZOTTSAGA,
tekintettel az Eurdpai Kozosséget létrehozd szerzSdésre,

tekintettel a legutobb Ausztria, Finnorszag és Svédorszdg csatla-
kozdsi okmadnyaval (') modositott, a takarmanyok hat6sdgi
ellenSrzésénél alkalmazandé kozosségi mintavételi és analitikai
modszerek bevezetésérdl szolo, 1970. julius 20-i 70/373/EGK
tandcsi irdnyelvre (%) és kiilonosen annak 2. cikkére,

mivel:

(1) A 70/373/EGK irdnyelv el6irja, hogy a takarmdnyok
hatdsigi ellen6rzését, amelynek célja a takarmdnyok
mindgségére és Osszetételére vonatkozo torvényi, rendeleti
és kozigazgatdsi rendelkezésekbdl eredd kovetelmények
betartdsanak ellenérzése, kozosségi mintavételi és anali-
tikai modszerek alkalmazdsaval kell végrehajtani.

(2) A legutébb az 1999. november 17-i 2439/1999/EK
bizottsdgi rendelette] médositott (°), a takarmany-adalék-
anyagokrdl sz6l6, 1970. november 23-i 70/524/EGK
tandcsi irdnyelv () el6irja, hogy az A- és E-vitamin-
tartalmat fel kell tiintetni a cimkézésen, amennyiben az
emlitett anyagokat elSkeverékekhez vagy takarmad-
nyokhoz adjék hozzd.

(3) A legutébb a 2000/16/EK bizottsdgi irdnyelvvel (°)
moédositott, az Osszetett takarmdny forgalmazdsardl
sz616, 1979. aprilis 2-i 79/373/EGK tandcsi irdnyelv (°)
és a legutobb a 96/25[EK irdnyelvvel () mddositott, a
kiilonleges taplalkozasi célra szant takarmanyokrdl sz6lo,
1993. szeptember 13-i 93/74/EGK (¥) tandcsi irdnyelv
el6irja, hogy az aminosavakat fel kell tiintetni a takarma-
nyok cimkézésén.

(4 Az emlitett anyagok ellenérzésére kozosségi analitikai
modszereket kell meghatdrozni.

(5 Az ebben az irdnyelvben el6irt iptézkedések 0ssz-
hangban vannak a Takarmdnyok Allandé Bizottsiga
véleményével,

() HL C 241, 1994.8.29., 1. o.
() HL L 170.,1970.8.3,, 2. o.

() HL L 297.,1999.11.18., 8. o.
() HL L 270.,1970.12.14., 1. o.
() HL L 105., 2000.5.3., 36. o.
() HL L 86., 1979.4.6., 30. o.
() HL
() HL

L 125, 1996.5.23.,, 35. o.
L 237.,1993.9.22,, 23. o.

8)

)
)
)
)

ELFOGADTA EZT AZ IRANYELVET:

1. cikk

A tagéllamoknak el6irjak, hogy a takarmdnyok és az elSkeve-
rékek A-vitamin-, E-vitamin- és triptofdn-tartalmdnak hatdsagi
ellendrzése céljdbol végzett analitikai vizsgdlatokat az ezen
irdnyelv mellékletében meghatdrozott médszerrel kell végrehaj-
tani.

2. cikk

A tagillamok legkés6bb 2000. augusztus 31-ig hatdlyba
1éptetik azokat a torvényi, rendeleti és kozigazgatdsi rendelkezé-
seket, amelyek szitkségesek ahhoz, hogy ennek az irdnyelvnek
megfeleljenek. Errdl haladéktalanul tdjékoztatjak a Bizottsdgot.

Az intézkedéseket 2000. szeptember 1-jétdl alkalmazzak.

Amikor a tagdllamok elfogadjik ezeket az intézkedéseket,
azokban hivatkozni kell erre az irdnyelvre, vagy azokhoz hiva-
talos kihirdetésitk alkalméval ilyen hivatkozast kell fdzni. A
hivatkozds maddjat a tagallamok hatdrozzdk meg.

3. cikk

Ez az irdnyelv az Eurdpai Kozosségek Hivatalos Lapjdban val6
kihirdetését kovetS 20. napon 1ép hatélyba.

4. cikk

Ennek az irdnyelvnek a tagdllamok a cimzettjei.

Kelt Briisszelben, 2000. jdlius 6-4n.

a Bizottsdg részérdl
David BYRNE
a Bizottsdg tagja
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MELLEKLET

A. RESZ

AZ A-VITAMIN MEGHATAROZASA

Cél és alkalmazasi teriilet

Ez a médszer a takarmdnyok és az elGkeverékek A-vitamin-(retinol)-tartalmdnak meghatdrozdsdra szolgdl. Az
A-vitamin magdban foglalja az ezzel a mddszerrel meghatdrozasra keriil§ all-trans-retinyl alkoholt és annak cisz
izomerjeit. Az A-vitamin-tartalmat nemzetkozi egység (NE)/kg-ban fejezzik ki. Egy NE 0,300 pg all-trans-A-
vitamin-alkohol, 0,344 pg all-trans-A-vitamin-acetdt vagy 0,550 pg all-trans-A-vitamin-palmitdt aktivitdsdnak
felel meg.

A meghatdrozds hatérértéke 2 000 NE A-vitamin/kg.

Vizsgdlati alapelv

A mintdt etanolos kdlium-hidroxid oldattal hidrolizdljuk, és az A-vitamint petroléterrel extrahdljuk. Az olddszert
bepdrlassal eltdvolitjuk, a maradékot metanolban oldjuk, és — sziikség esetén — a kivant koncentraciora higitjuk.
Az A-vitamin-tartalmat forditott fizisi, nagynyomdsi folyadék-kromatografidval (RP-HPLC) hatdrozzuk meg,
UV- vagy fluoreszcens detektor alkalmazdsdval. A kromatografids paramétereket tgy vélasszuk meg, hogy az
all-trans-A-vitamin-alkohol és annak cisz izomérjei ne véljanak szét.

Reagensek

Etanol, 0 = 96 %

Petroléter, forrdsponttartomdany: 40—60 °C

Metil-alkohol

Kélium-hidroxid-oldat, f = 50 g/100 ml

Nétrium-aszkorbdt-oldat, = 10 g/100 ml (lisd Eszrevételek 7.7. pont)

Natrium-szulfid, Na,$ - x H,0 (x = 7-9)

Ndtrium-szulfid-oldat, ¢ = 0,5 mol/l glicerinben, § = 120 g/l (x = 9-nél) (lisd Eszrevételek 7.8. pont)
Fenolftaleinoldat, f = 2 g/100 ml etanolban (3.1.)

2-propanol

Mozgé fazis a HPLC-hez: metil-alkohol (3.3.) és viz keveréke, pl. 980 + 20 (v + v). A pontos ardnyt az alkalma-
zott oszlop tulajdonsdgai hatdrozzak meg.

Nitrogén, oxigénmentes

All-trans-A-vitamin-acetdt, fokozott tisztasagu, igazolt aktivitdsd, pl. 2,80 x 10¢ NE/g

All-trans-A-vitamin-acetdt torzsoldat: mérjiink be 0,1 mg pontossiggal 50 mg A-vitamin acetdtot (3.11.) egy
100 ml-es mér8lombikba. Oldjuk fel 2-propanolban (3.8.), majd toltsitk fel jelig ugyanazzal az olddszerrel.
Ennek az oldatnak a névleges koncentrici6ja 1 400 NE A-vitamin/ml. A pontos A-vitamin-tartalmat az 5.6.3.1.
pont szerint kell meghatdrozni.

All-trans-A-vitamin-palmitdt, fokozott tisztasdgu, igazolt aktivitdst, pl. 1,80 x 10¢ NE/g
All-trans-A-vitamin-palmitdt torzsoldat: mérjiink be 0,1 mg pontossiggal 80 mg A-vitamin-acetdtot (3.12.) egy
100 ml-es mérélombikba. Oldjuk fel 2-propanolban (3.8.), majd toltsiik fel jelig ugyanazzal az oldészerrel.
Ennek az oldatnak a névleges koncentraciéja 1 400 NE A-vitamin/ml. A pontos A-vitamin-tartalmat az 5.6.3.2.

pont szerint kell meghatdrozni.

2,6-Di-terc-butil-4-metilfenol (BHT) (ldsd Eszrevételek 7.5. pont)

Eszkozok
Rotécids vikuumbepdrld

Sotétitett tivegedények
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500 ml-es, lapos fenekd vagy Erlenmeyer-lombikok, csiszolt tivegnyakkal

Csiszolt tivegdugés, vékony nyakd 10, 25, 100 és 500 ml-es mérSlombikok

Kénikus, 1 000 ml-es vélaszt6tolesérek, csiszolt iivegdugdkkal

250 ml-es, korte alakd lombikok, csiszolt ivegnyakkal

Allihn-féle hiit6, kopeny hossza 300 mm, csiszolt tivegcsatlakozdval, adapteres gazadagold csGvel
Red@s sztirGpapir a fazisok szétvélasztdséhoz, 185 mm dtmérdjd (pl. Schleicher & Schuell 597 HY 1/2)
HPLC berendezés, befecskendezd rendszerrel

Folyadék-kromatografids oszlop, 250 mm x 4 mm, C,,, 5 vagy 10 pm toltet, vagy azzal egyenérték (teljesit-
ménykritérium: az alkalmazott HPLC paraméterek mellett az Osszes retinol-izomer csak egyetlen csticsot adjon)

Allithat6 hullimhossziisdgti UV- vagy fluoreszcens detektor,
Spektrofotométer 10 mm-es kvarckiivettdkkal

Vizfiird§, magneses keverdvel

Extrahdl6 késziilék (ldsd 1. dbra), amely az aldbbiakbdl 4ll:
11 térfogatti iveghenger, csiszolt tivegnyakkal és -dugéval

Oldalirdnyt bevezetSes6vel és dllithato, a feltét kozepén dthaladd csdvel elldtott, csiszolt tivegb6l készilt feltét.
Az dllithaté csének U-alakd alsé véggel, az ellenkezé oldalon pedig favékaval kell rendelkeznie, hogy a
hengerben lev§ felsé folyadékréteg dtvihetd legyen a vélasztotolesérbe.

A vizsgilat médja

Megjegyzés: Az A-vitamin fényre (UV) és oxiddciora érzékeny. Minden miveletet fénytél elzdrva (sotét iivegedényekben vagy
aluminiumfdlidba tekert iivegedényekben), és oxigén kizdrdsaval (nitrogéndramban) kell végezni. Az extrahalds
sordn a folyadék feletti leveg6t nitrogénnel kell eltdvolitani (a dugd iddszakonkénti meglazitdsdval keriiljik el a
tilzottan nagy nyomds kialakuldsat).

A minta el6készitése

Ugyelve a héképzddés elkeriilésére, 6roljitk a mintdt annyira, hogy az 4thaladjon egy 1 mm-es szemnagysagii
szitdn. Az Grlést kozvetleniil a silymérés és a szappanositds elStt kell végezni, killonben A-vitamin-veszteség
léphet fel.

Szappanositds

Az A-vitamin-tartalomtdl fiiggSen mérjiink be 0,01 g pontossiggal 2-25 g mintit egy 500 ml-es, lapos feneki
vagy Erlenmeyer-lombikba (4.2.1.). Keverés kozben adjunk hozzd egymdst kévetSen 130 ml etanolt (3.1.),
koriilbelil 100 mg BHT-t (3.13.), 2 ml ndtrium-aszkorbét-oldatot (3.5.) és 2 ml ndtrium-szulfid-oldatot (3.6.).
Hlessziink a lombikhoz hiitdt (4.3.), és meritsik mdgneses keverével felszerelt vizfirdébe (4.7.). Hevitsiik
forrdsig a lombik tartalmat, majd hagyjuk visszacsepegni 6t percig. Ezutdn a hitén (4.3.) 4t adjunk hozzd
25 ml kdlium-hidroxid-oldatot (3.4.), és hagyjuk visszacsepegni tjabb 25 percig, lasst nitrogéndramban torténd
keverés kozben. Ezt kovetSen kb. 20 ml vizzel oblitsiik a hiitét, és hitsiik le a lombik tartalmat szobahémér-
séklettire.

Extrahdlds

250 ml vizzel torténd atoblitéssel dekantaljuk a szappanositdsi oldatot teljes mennyiségében egy 1 000 ml-es
valasztotolesérbe (4.2.3.) vagy az extrahdld késziilékbe (4.8.). Oblitsitk a szappanositdshoz haszndlt lombikot
egymast kovetSen 25 ml etanollal (3.1.) és 100 ml petroléterrel (3.2.), majd az 6blit6 olddszereket toltsik a
valasztotolesérbe vagy az extrahdld késziilékbe. Az egyesitett oldatokban a viz és az etanol ardnya koriilbelil
2:1 legyen. Razassuk erdteljesen két percig, majd két percen dt hagyjuk tlepedni.

Extrahdlds valasztotolesérrel (4.2.3.)

Amikor a rétegek mér elkiiloniiltek (ldsd Eszrevételek 7.3. pont), vigyiik dt a petroléterréteget egy mésik valasz-
totolesérbe (4.2.3.). Az extrahdldst ismételjik meg kétszer 100 ml petroléterrel (3.2.), kétszer pedig 50 ml
petroléterrel (3.2.).

Az egyesitett kivonatokat a vilasztotolesérben mossuk kétszer 100-100 ml vizadaggal, lassti keverés kozben (az
emulzi6képzédés megakadélyozdsa céljabol), majd tobbszori rdzatds kozben tovabbi 100 ml-es vizadagokkal
egészen addig, amig a viz, fenolftaleinoldat (3.7.) hozzdaddsdt kovetSen szintelen nem marad (négyszeri mosds
rendszerint elegendd). A szuszpendalt viz eltavolitdsa céljabdl, a mosott kivonatot szfirjiik dt a fazisok elkiiloni-
tésére szolgald szdraz, redds szlirGpapiron (4.4.) egy 500 ml-es mérélombikba (4.2.2.). A vilasztotolesért és a
szlir6t oblitsik 50 ml petroléterrel (3.2.), toltsiik fel jelig petroléterrel (3.2.), és a tartalmdt alaposan keverjiik
ossze.
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5.4.

5.5.

5.6.

5.6.1.

Extrahélds extrahdl6 késziilékkel (4.8.)

Amikor a rétegek szétvaltak (lisd Eszrevételek 7.3. pont), helyezzik az iiveghenger (4.8.1.) dugéja helyére a
csiszolt tivegfeltétet (4.8.2.), és helyezziik az allithat6 csé U-alakd, alsé végét gy, hogy az éppen a rétegek taldl-
kozasi feliilete felett legyen. Egy nitrogénvezetékbdl nyomadst gyakorolva az oldalcsdre, vigyiik at a felsé petrolé-
terréteget egy 1 000 ml-es valasztotolesérbe (4.2.3.). Mérjiink 100 ml petrolétert (3.2.) az iiveghengerbe, zarjuk
le, és alaposan rdzzuk ossze. Engedjiik szétvdlni a rétegeket, majd a felsé réteget vigyiik dt a vélaszt6tolesérbe az
elébbiekben ismertetett modon. Ismételjiik meg az extrahaldsi mdveletet tovdbbi 100 ml petroléterrel (3.2.),
majd kétszer 50 ml petroléterrel (3.2.), és vigyiik dt a petroléterrétegeket a valasztotolesérbe.

Mossuk az egyesitett petroléterkivonatokat az 5.3.1. pontban leirt médon, majd folytassuk a miiveletet az ott
leirtak szerint

A mintaoldat elkészitése a HPLC-hez

Pipettdzzuk a petroléteroldat aliquot részét (5.3.1. vagy 5.3.2.) egy 250 ml-es, korte alakd lombikba (4.2.4.). Az
oldészert péroljuk még éppen nedves allapotira a rotdcids bepdrlokésziiléken (4.1.), csokkentett nyomdson
legfeljebb 40 °C-os vizfiird6ben. Nitrogén (3.10.) bejuttatdsaval dllitsuk vissza az atmoszferikus nyomdst, és
vegyiik le a lombikot a rotdciés beparlokésziilékrdl. Nitrogén bedramoltatdsaval (3.10.) tavolitsuk el a maradék
oldészert, és a maradékot azonnal oldjuk fel ismert térfogatii (10-100 ml) metil-alkoholban (3.3.) (az A-vitamin
koncentracidjanak 5 NE/ml és 30 NE/ml kozott kell lennie).

Meghatdrozds HPLC-vel

Az A-vitamin elvélasztdsa forditott fizisi C,; oszlopon (4.5.1.) torténik, koncentrdci6jit pedig UV detektor
(325 nm) vagy fluoreszcens detektor (gerjesztés: 325 nm, emisszid: 475 nm) (4.5.2.) segitségével mérjik.

Fecskendezziink be az 5.4. 1épés szerint nyert metil-alkoholos oldatbdl egy aliquot részt (pl. 20 pl), és eludljuk a
mozg6 fézissal (3.9.). Ugyanabbdl a mintaoldatbdl tobbszori befecskendezés utdn szamitsuk ki a mintaoldathoz
tartoz6 atlagos csticsmagassagot (teriiletet), valamint a kalibrdl6 oldatbdl (5.6.2.) tobbszori befecskendezés utdn
szamitsuk ki a kalibrdl6 oldathoz tartozé dtlagos csticsmagassagokat (teriileteket).

HPLC paraméterek

A kovetkez$ paraméterek dtmutatdsul szolgdlnak; ettSl eltérd paraméterek is alkalmazhatok, feltéve hogy
egyenértékd eredményeket adnak.

Folyadék-kromatogréfids oszlop (4.5.1.): 250 mm x 4 mm, C,,, 5 vagy 10 pm toltet, vagy azzal
egyenértékd

Mozg6 fazis (3.9.): Metil-alkohol (3.3.) és viz keveréke, pl. 980 + 20
(v +v)

Aramlisi sebesség: 1-2 ml/perc

Detektor (4.5.2.): UV detektor (325 nm) vagy fluoreszcens detektor

(gerjesztés: 325 nmfemisszio: 475 nm)

Kalibrélds
A standard munkaoldatok elkészitése

Pipettdzzunk az A-vitamin-acetdt torzsoldatbol (3.11.1.) 20 ml-t vagy az A-vitamin-palmitdt torzsoldatbol
(3.12.1) 20 ml-t egy 500 ml-es, lapos fenekdi vagy Erlenmeyer-lombikba (4.2.1.), és hidrolizdljuk az 5.2.
pontban leirt médon, de BHT hozzdaddsa nélkiil. Ezt kovetSen extrahdljuk petroléterrel (3.2.) az 5.3. pont
szerint, és toltsiik fel 500 ml-re petroléterrel (3.2.). Ebbdl a kivonatb6l 100 ml-t paroljunk még éppen nedves
dllapotig a rotdciés bepdrlokésziiléken (ldsd 5.4.), nitrogén dramoltatdssal tdvolitsuk el a maradék oldészert
(3.10.), majd oldjuk a maradékot 10,0 ml metil-alkoholban (3.3.). Ennek az oldatnak a névleges koncentriciéja
560 NE A-vitamin/ml. A pontos A-vitamin-tartalmat az 5.6.3.3. pont szerint kell meghatdrozni. A standard
munkaoldatot felhaszndlds el6tt frissen kell elkésziteni.

Ebbdl a standard munkaoldatbdl 2,0 ml-t pipettizzunk egy 20 ml-es mérSlombikba, majd toltsiik azt fel jelig
metil-alkohollal (3.3.), és keverjiik ossze. E higitott standard munkaoldat névleges koncentriciéja 56 NE
A-vitamin/ml.
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5.6.2.

5.6.3.

5.6.3.1.

5.6.3.2.

5.6.3.3.

A kalibral6 oldatok és a kalibracios gorbe elkészitése

A higitott standard munkaoldatbél vigytink 4t 1,0, 2,0, 5,0 és 10,0 ml-t 20 ml-es mér6lombikokba, toltsiik fel a
lombikokat jelig metil-alkohollal (3.3.), és keverjiik Gssze a tartalmukat. Ezeknek az oldatoknak a névleges
koncentracidja 2,8, 5,6, 14,0, és 28,0 NE A-vitamin/ml.

Minden kalibrdl6 oldatbdl fecskendezziink be 20 pl-t tobb alkalommal, és hatdrozzuk meg az dtlagos csticsma-
gassagokat (teriileteket). Figyelembe véve az UV ellendrzés (5.6.3.3.) eredményeit, az dtlagos csiicsmagassagokat
(teriileteket) haszndlva szerkessziik meg a kalibracios gorbét.

A standard oldatok UV hitelesitése
A-vitamin-acetdt torzsoldat

Pipettdzzunk az A-vitamin-acetdt torzsoldatbdl (3.11.1) 2,0 ml-t egy 50 ml-es mérGlombikba (4.2.2.), és a
lombikot toltsiik fel jelig 2-propanollal (3.8.). Ennek az oldatnak a névleges koncentraciéja 56 NE A-vitamin/ml.
Ebbdl a higitott A-vitamin-acetdt oldatbdl pipettdzzunk 3,0 ml-t egy 25 ml-es mérélombikba, és a lombikot
toltsiik fel jelig 2-propanollal (3.8.). Ennek az oldatnak a névleges koncentriciéja 6,72 NE A-vitamin/ml. Mérjitk
meg ennek az oldatnak az UV spektrumdt spektrofotométeren (4.6.) 2-propanollal (3.8.) szemben, 300 nm és
400 nm kozott. Az extinkcié maximalis értékének 325 nm és 327 nm kozott kell lennie.

Az A-vitamin-tartalom kiszdmitdsa:
A-vitamin NE/ml = E,,, x 19,0

1%

E
( lcm

az A-vitamin-acetdt esetében = 1 530, 326 nm-nél, 2-propanolban)

A-vitamin-palmitdt torzsoldat

Pipettdzzunk az A-vitamin-palmitdt torzsoldatbdl (3.12.1.) 2,0 ml-t egy 50 ml-es mérSlombikba (4.2.2.), és a
lombikot toltsiik fel jelig 2-propanollal (3.8.). Ennek az oldatnak a névleges koncentraciéja 56 NE A-vitamin/ml.
Ebbdl a higitott A-vitamin-palmitdt oldatbdl pipettizzunk 3,0 ml-t egy 25 ml-es mérélombikba, és a lombikot
toltsiik fel jelig 2-propanollal (3.8.). Ennek az oldatnak a névleges koncentriciéja 6,72 NE A-vitamin/ml. Mérjitk
meg ennek az oldatnak az UV spektrumdt spektrofotométeren (4.6.) 2-propanollal (3.8.) szemben, 300 nm és
400 nm kozott. Az extinkcié maximdlis értékének 325 nm és 327 nm kozott kell lennie.

Az A-vitamin-tartalom kiszdmitdsa:
A-vitamin NE/ml = E,,, x 19,0

1%

E
( 1cm

az A-vitamin-palmitdt esetében = 957, 326 nm-nél, 2-propanolban)

A-vitamin standard munkaoldat

Pipettdzzunk az 5.6.1. pont szerint elkészitett, higitatlan A-vitamin standard munkaoldatbél 3,0 ml-t egy
50 ml-es mérlombikba (4.2.2.), és a lombikot toltsiik fel jelig 2-propanollal (3.8.). Ebbdl az oldatbdl pipettaz-
zunk 5,0 ml-t egy 25 ml-es mér6lombikba, és a lombikot toltsiik fel jelig 2-propanollal (3.8.). Ennek az
oldatnak a névleges koncentricidja 6,72 NE A-vitamin/ml. Mérjikk meg ennek az oldatnak az UV spektrumat
spektrofotométeren (4.6.) 2-propanollal (3.8.) szemben, 300 nm és 400 nm kozott. Az extinkcié maximalis
értékének 325 nm és 327 nm kozott kell lennie.

Az A-vitamin-tartalom kiszdmitdsa:
A-vitamin NE/ml = E,,; x 18,3

1%

E
( lcm

az A-vitamin-alkohol esetében = 1 821, 325 nm-nél, 2-propanolban)

Az eredmények kiszimitdsa

A mintaoldat A-vitamin csticsainak dtlagos magassagdbdl (teriiletébdl) hatdrozzuk meg a mintaoldat koncentra-
ciéjat NE/ml-ben, a kalibrdcids gorbét (5.6.2.) haszndlva.
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7.2.
7.3.

7.4.
7.5.
7.6.
7.7.
7.8.

Az A-vitamin-tartalmat (w) NE/kg mintdban a kovetkezd képlet adja:
500 ..V, .1000

= ————— (IU/k
w vom (1U/kg)
ahol:
f = a mintaoldat (5.4.) A-vitamin-koncentréci6ja, NE/ml-ben
V, = a mintaoldat (5.4.) térfogata, ml-ben
V, = az 5.4. szerint vett aliquot rész térfogata, ml-ben
m = a vizsgdlati mennyiség tomege, g-ban
Eszrevételek

Alacsony A-vitamin-koncentraci6ji mintdk esetében a HPLC meghatdrozashoz hasznos lehet két szappanositds
(kimért mennyiség: 25 g) petroléterkivonatait egy mintaoldatban egyesiteni.

Az analizaldshoz bemért minta nem tartalmazhat 2 g-ndl tobb zsirt.

Ha a fzisok nem vélnak szét, adjunk az elegyhez koriilbelil 10 ml etanolt (3.1.) az emulzié megbontdsa
céljabol.

Tékehalmdjolaj és mds tiszta zsirok esetében a szappanositdsi id6t 45-60 percre kell meghosszabbitani.
BHT helyett hidrokinon is hasznélhat.

Normélfézisti oszlop hasznélata esetén a retinol-izomerek szétvélaszthatok.

Nétrium-aszkorbét-oldat helyett mintegy 150 mg aszkorbinsav is haszndlhat6.

Nétrium-szulfid-oldat helyett mintegy 50 mg EDTA is hasznélhaté.

Ismételhetdség

Ugyanazon a mintdn végzett két parhuzamos meghatdrozds eredményének kiilonbsége nem haladhatja meg a
magasabb érték 15 %-at.

Kollaborativ vizsgélat eredményei (')

L 13 12 13 12 13
n 48 45 47 46 49
étlag [NE/kg] 17,02 x10¢ 1,21 x10¢ 537 100 151 800 18070
S, [NE/kg] 0,51 x10¢ 0,039 x10¢ 22 080 12 280 682
r [NE/kg] 1,43 x10¢ 0,109 x10¢ 61 824 34 384 1910
CV, [ %] 3,0 3,5 4,1 8,1 3,8
s, [NE/kg] 1,36 x10° 0,069 x10° 46 300 23060 3614
R [NE/kg] 3,81 x10¢ 0,193 x10¢ 129 640 64 568 10119
CV, [ %] 8,0 6,2 8,6 15 20

a laboratériumok szdma

az egyedi értékek szdma

az ismételhet8ség szordsa

sg:  areprodukdlhatésdg szordsa

I ismételhet8ség

R:  reprodukdlhat6sdg

CV.:  az ismételhetSség varidcios koefficiense
CVy: a reprodukdlhatdsag varidcios koefficiense

(') A vizsgilatot a Verband Deutscher Landwirtschaftlicher Untersuchungs- und Forschungsanstalten (VDLUFA) takarmdny-munkacso-
portja végezte.
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Uveghenger (4.8.1.)

(magassédga koriibeliil 48 cm)

Kénnyd
asvanyolaj-réteg

Vizes réteg
+
elszappanositott
takarmény ,

1. dbra: Extrahdl6 késziilék (4.8.)
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=

i Csiszolt tivegbetét (4.8.2.)
(hossza koriilbeliil 45 cm)

/
|

age— Allithaté csé
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3.1.

3.2

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.6.1.

3.7.

3.8.

4.1.

4.2.

4.2.1.

B. RESZ

AZ E-VITAMIN MEGHATAROZASA

Cél és alkalmazdsi teriilet

Ez a mddszer a takarmanyokban és az el6keverékekben 1évS E-vitamin meghatdrozdsira szolgdl. Az E-vitamin-
tartalmat mg DL-a-tokoferol-acetdt/kg-ban fejezziik ki. Egy mg DL-o-tokoferol-acetdt 0,91 mg DL-a-tokofe-
rolnak (E-vitaminnak) felel meg.

A meghatdrozds hatdrértéke 2 mg E-vitamin/kg.

Vizsgilati alapelv

A mintdt etanolos kdlium-hidroxid oldattal hidrolizdljuk, és az E-vitamint petroléterrel extrahdljuk. Az olddszert
bepdrlassal eltavolitjuk, a maradékot pedig metil-alkoholban oldjuk, és — sziikség esetén — a kivant koncentra-
cidra higitjuk. Az E-vitamin-tartalmat forditott fdzisti, nagynyomdst folyadék-kromatogréfidval (RP-HPLC) hat-
rozzuk meg, fluoreszcens vagy UV detektor alkalmazdsaval.

Reagensek

Etanol, 0 = 96 %

Petroléter, forrdsponttartomdany: 4060 °C

Metil-alkohol

Kélium-hidroxid-oldat, f = 50 g/100 ml

Nétrium-aszkorbdt-oldat, = 10 g/100 ml (lisd Eszrevételek 7.7. pont)

Natrium-szulfid, Na,S - x H,0 (x = 7-9)

Niétrium-szulfid-oldat, ¢ = 0,5 mol/l glicerinben, p = 120 g/l (x = 9-nél) (lasd Eszrevételek 7.8. pont)
Fenolftalein oldat, f = 2 g/100 ml etanolban (3.1.)

Mozg6 fazis a HPLC-hez: metil-alkohol (3.3.) és viz keveréke, pl. 980 + 20 (v + v). A pontos ardnyt az alkalma-
zott oszlop tulajdonsdgai hatdrozzdk meg.

Nitrogén, oxigénmentes
DL-a-tokoferol-acetat, fokozottan tiszta, igazolt aktivitdst

DL-a-tokoferol-acetdt torzsoldat: mérjiink be 0,1 mg-os pontossiggal 100 mg DL-a-tokoferol-acetdtot (3.10.)
egy 100 ml-es mér6lombikba. Oldjuk fel etanolban (3.1.), majd toltsiik fel jelig ugyanezzel az oldészerrel. Ebbdl
az oldatbol 1 ml 1 mg DL-a-tokoferol-acetdtot tartalmaz. (Az UV ellendrzést lisd az 5.6.1.3. pontban; a stabi-
lizdldst lasd Eszrevételek 7.4. pont).

DL-a-tokoferol, fokozottan tiszta, igazolt aktivitdsi

Mérjiink be 0,1 mg-os pontossiggal 100 mg DL-a-tokoferolt (3.10.) egy 100 ml-es mérSlombikba. Oldjuk fel
etanolban (3.1.), majd toltsiik fel jelig ugyanezzel az oldészerrel. Ebbdl az oldatb6l 1 ml 1 mg DL-a-tokoferolt
tartalmaz. (Az UV ellendrzést ldsd az 5.6.2.3. pontban; a stabilizélast ldsd Eszrevételek 7.4. pont).

2,6-Di-terc-butil-4-metilfenol (BHT) (ldsd Eszrevételek 7.5. pont)

Eszkozok
Rotdcids vakuumbeparld
Sotétitett tivegedények

500 ml-es, lapos fenekd vagy Erlenmeyer-lombikok csiszolt tivegnyakkal
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4.2.2.

4.2.3.

4.2.4.

4.3.

4.4.

4.6.

4.7.

4.8.

4.8.1.

4.8.2.

5.1.

5.2.

5.3.

Csiszolt tivegdugés, vékony nyakd 10, 25, 100 és 500 ml-es mérélombikok
Kénikus, 1 000 ml-es vélasztétolesérek csiszolt iivegdugokkal
250 ml-es, korte alakd lombikok csiszolt iivegnyakkal

Allihn-féle htitd, kopeny hossza 300 mm, csiszolt iivegcsatlakozdval, adapteres gazadagoldcsdvel

Redd§s sziirGpapir a fazisok szétvdlasztasihoz, 185 mm dtmérdji (pl. Schleicher & Schuell 597 HY 1/2)
HPLC berendezés befecskendezd rendszerrel

Folyadék-kromatogréfids oszlop, 250 mm x 4 mm, C,q, 5 vagy 10 pm toltet, vagy azzal egyenértékd
Allithat6 hullimhosszisdgt, fluoreszcens- vagy UV detektor,

Spektrofotométer 10 mm-es kvarckiivettdkkal

Vizfiird6 magneses kevergvel

Extrahdl6 késziilék (ldsd az 1. dbrdt), amely a kovetkezskbdl ll:

11 térfogatd iiveghenger, csiszolt iivegnyakkal és -dugéval

Oldalirdnyt bevezetGesével és dllithatd, kozépen dthaladd csével felszerelt csiszolatos iivegbetét. Az dllithatd csé
als6 vége U-alakd, az ellenkezd oldalon pedig kivezetd nyilds legyen, hogy a hengerben levé felsd folyadékréteg
atvihet6 legyen egy valasztotolesérbe.

A vizsgilat médja

Megjegyzés:

Az E-vitamin fényre (UV) és oxiddciora érzékeny. Minden miveletet fénytdl elzdrva (sotét iivegedényeket vagy aluminiumfélidba
tekert iivegedényeket haszndlva) és oxigén kizardsaval (nitrogéndramban) kell elvégezni. Az extrahdlds sordn a folyadék feletti
leveg6t nitrogénnel kell eltavolitani (a dugd id8szakonkénti meglazitdsaval keriiljiik el a tilzottan nagy nyomés kialakuldsat).

A minta elkészitése

Ugyelve a héképzddés elkeriilésére, Sroljitk meg a mintt annyira, hogy az 4thaladjon egy 1 mm-es szemnagy-
sdgl szitdn. Az 6rlést kozvetleniil a stlymérés és a szappanositds el6tt kell végezni, kiillonben E-vitamin-vesz-
teség 1éphet fel.

Szappanositds

Az E-vitamin-tartalomtdl fiiggéen mérjiink be 0,01 g pontossdggal 2-25 ¢ mintdt egy 500 ml-es, lapos fenekd
vagy Erlenmeyer-lombikba (4.2.1.). Keverés kozben adjunk hozzd egymdst kovetGen 130 ml etanolt (3.1.),
koriilbelil 100 mg BHT-t (3.12.), 2 ml nétrium-aszkorbét-oldatot (3.5.) és 2 ml ndtrium-szulfid oldatot (3.6.).
Mlesszitk a lombikhoz a hiit6t (4.3.), és meritsik a mdgneses keverdvel felszerelt vizfirdébe (4.7.). Hevitsiik
forrsig, majd hagyjuk visszacsepegni ot percig. Ezutdn a hiitén keresztiil (4.3.) adjunk hozzd 25 ml kélium-
hidroxid-oldatot (3.4.), és hagyjuk visszacsepegni Gjabb 25 percig, lassti nitrogéndramban torténs keverés
kozben. Ezt kovetSen, kb. 20 ml vizzel 6blitsiik a hfitét, és hfitsiik le a lombik tartalmat szobahémérséklettire.

Extrahalds

250 ml vizzel torténd 4toblitéssel dekantdljuk a szappanositdsi oldatot egy 1000 ml-es vélasztotolesérbe
(4.2.3.) vagy az extrahdlé késziilékbe (4.8.). Oblitsiik a szappanositishoz haszndlt lombikot egymdst kovetSen
25 ml etanollal (3.1.) és 100 ml petroléterrel (3.2.), majd vigyiik dt az 6blit6 olddszereket a vélasztotolesérbe
vagy az extrahdld késziilékbe. Az egyesitett oldatban a viz és az etanol ardnya koriilbeliil 2:1 legyen. Az oldatot
razassuk erGteljesen két percig, majd két percen at hagyjuk tilepedni.

Extrahélds valasztdtolcsérrel (4.2.3.)

A rétegek szétvildsa utan (ldsd Eszrevételek 7.3. pont), vigyiik 4t a petroléterréteget egy mdsik valaszt6tolesérbe
(4.2.3). Az extrahdldst ismételjik meg kétszer 100 ml petroléterrel (3.2.), kétszer pedig 50 ml petroléterrel
(3.2).
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5.4.

5.5.

5.6.

5.6.1.

5.6.1.1.

Az egyesitett kivonatokat a vélasztotolesérben mossuk kétszer 100-100 ml vizadaggal lasst keverés kozben (az
emulzidképzidés elkeriilése céljabdl), majd tobbszori razatds kozben tovédbbi 100 ml-es vizadagokkal egészen
addig, amig a viz, fenolftaleinoldat (3.7.) hozzdaddsdt kévetSen szintelen nem marad (négyszeri mosds rendsze-
rint elegendd). A mosott kivonatot szirjiik dt a fazisok elkiilonitésére szolgald szdraz, redds sziirSpapiron (4.4.)
egy 500 ml-es mérélombikba (4.2.2.) a szuszpendalt viz eltdvolitdsa céljdbol. A vilasztétolesért és a szilirdt
oblitsiik 50 ml petroléterrel (3.2.), toltsiik fel jelig petroléterrel (3.2.), és a tartalmdt alaposan keverjiik dssze.

Extrahélds extrahdl6 késziilékkel (4.8.)

A rétegek szétvildsa utdn (ldsd Eszrevételek 7.3. pont), helyezzik az iiveghenger (4.8.1.) dugéja helyére a csiszo-
latos tivegbetétet (4.8.2.), és helyezziik az éllithatd cs§ U-alakd alsé végét tigy, hogy az éppen a rétegek taldlko-
zasi feliilete felett legyen. Az oldalirdnyt cs6re gyakorolt nitrogénnyomds segitségével vigyiik dt a felsé petrolé-
terréteget egy 1000 ml-es vélasztotolesérbe (4.2.3.). Mérjink 100 ml petrolétert (3.2.) az iiveghengerbe,
helyezziik vissza a dugdt, és alaposan rdzzuk Ossze. Hagyjuk szétvélni a rétegeket, majd a felsd réteget vigyik at
a vélasztotolesérbe az el6bbiekben ismertetett médon. Ismételjilk meg az extrahdldst tovabbi 100 ml petrolé-
terrel (3.2.), majd kétszer 50 ml petroléterrel (3.2.), és vigyiik at a petroléterrétegeket a valasztétolesérbe.

Mossuk az egyesitett petroléterkivonatokat az 5.3.1. pontban lefrt médon, majd folytassuk a miveletet az ott
leirtak szerint.

A mintaoldat elkészitése a HPLC-hez

Pipettdzzuk a petroléter oldat aliquot részét (5.3.1. vagy 5.3.2.) egy 250 ml-es, korte alakd lombikba (4.2.4.).
Az oldodszert paroljuk még éppen nedves allapotra a rotdcids beparlokésziiléken (4.1.), csokkentett nyomdson,
legfeljebb 40 °C-os vizfird6ben. Nitrogén (3.9.) bejuttatdsaval dllitsuk vissza az atmoszferikus nyomadst, és
vegyiik le a lombikot a rotdcids bepdrlokésziilékrdl. Nitrogéndram (3.9.) segitségével tavolitsuk el a maradék
oldészert, és a maradékot azonnal oldjuk fel ismert térfogatd (10-100 ml) metil-alkoholban (3.3.) (a DL-a-toko-
ferol koncentracidjanak 5 pg/ml és 30 pg/ml kozott kell lennie).

Meghatdrozas HPLC-vel

(gerjesztés: 295 nm, emisszi6: 330 nm) vagy UV detektor (292 nm) (4.5.2.) segitségével mérjiik.

Fecskendezziink be az 5.4. pont szerinti metil-alkoholos oldatbdl egy aliquot részt (pl. 20 pl), és mossuk a
mozg6 fazissal (3.8.). Ugyanabbdl a mintaoldatbdl t6bbszér befecskendezve szdmitsuk ki a mintaoldathoz
tartoz6 dtlagos csticsmagassdgokat (teriileteket), valamint a kalibrlé oldatokbdl (5.6.2.) tobbszor befecskendezve
a kalibral6 oldatokhoz tartozé dtlagos csticsmagassagokat (teriileteket).

HPLC paraméterek

A kovetkez§ paraméterek dtmutatdsul szolgdlnak; mds paraméterek is alkalmazhatok, feltéve hogy egyenértékd
eredményeket adnak.

Folyadék-kromatografids oszlop (4.5.1.): 250 mm x 4 mm, C,,, 5 vagy 10 pm toltet, vagy azzal
egyenértékd

Mozg6 fazis (3.8.): Metil-alkohol (3.3.) és viz keveréke, pl. 980 + 20
v+

Aramldsi sebesség: 1-2 ml/perc

Detektor (4.5.2.): Fluoreszcens detektor (gerjesztés: 295 nm/emisszid:

330 nm) vagy UV detektor (292 nm)

Kalibrélds (DL-a-tokoferol-acetdt vagy DL-a-tokoferol)
DL-a-tokoferol-acetdt standard
A standard munkaoldat elkészitése

Pipettdzzunk a DL-a-tokoferol-acetdt torzsoldatbdl (3.10.1) 25 ml-t egy 500 ml-es, lapos fenekd vagy Erlen-
meyer-lombikba (4.2.1.), és hidrolizdljuk az 5.2. pontban leirt médon. Ezt kovetSen extrahdljuk petroléterrel
(3.2) az 5.3. pont szerint, és toltsitk fel 500 ml-re petroléterrel. Ebbél a kivonatbdl 25 ml-t paroljunk még
éppen nedves dllapotira a rotdciés beparlokésziiléken (ldsd 5.4.), tavolitsuk el a maradék olddszert nitrogéna-
rammal (3.9.), majd oldjuk a maradékot 25,0 ml metil-alkoholban (3.3.). Ennek az oldatnak a névleges koncent-
racidja 45,5 pg DL-a-tokoferol/ml, ami egyenértékd 50 pg DL-a-tokoferol-acetdt/ml-rel. A standard munkaol-
datot felhasznalds el6tt frissen kell elkésziteni.
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5.6.1.2.

5.6.1.3

5.6.2.

5.6.2.1.

5.6.2.2.

5.6.2.3.

A kalibral6 oldatok és a kalibracios gorbe elkészitése

A standard munkaoldatbdl vigyiink 4t 1,0, 2,0, 4,0 és 10,0 ml-t 20 ml-es mérSlombikokba, toltsiik fel a lombi-
kokat jelig metil-alkohollal (3.3.), és keverjiik Ossze a tartalmukat. Ezeknek az oldatoknak a névleges koncentra-
ciéja 2,5, 5,0, 10,0 és 25,0 pug/ml DL-a-tokoferol-acetdt, azaz 2,28, 4,55, 9,10 pg/ml és 22,8 pg/ml DL-a-toko-
ferol.

Fecskendezziink tobbszor 20 pl-t a kalibrdlé oldatok mindegyikébdl, és hatirozzuk meg az dtlagos csticsmagas-
sagokat (teriileteket). Az dtlagos csticsmagassdgokat (teriiletek) haszndlva készitsiik el a kalibracids gorbét.

A DL-a-tokoferol-acetat torzsoldat (3.10.1.) UV hitelesitése

Etanollal higitsuk a DL-a-tokoferol-acetdt torzsoldat (3.10.1.) 5,0 ml-ét 25,0 ml-re, majd mérjitkk meg ennek az
oldatnak az UV spektrumdt spektrofotométeren (4.6.) etanollal (3.1.) szemben, 250 nm és 320 nm kozott.

Az abszorbancia maximalis értéke 284 nm kell, hogy legyen:

1%
E = 43,6, 284 nm-nél etanolban
lcm

Ennél a higitdsndl 0,84 és 0,88 kozotti extinkcids értéket kell kapni.

DL-a-tokoferol standard
A munkastandard-oldatok készitése

Pipettdzzunk a DL-a-tokoferol torzsoldatbdl (3.11.1.) 2,0 ml-t egy 50 ml-es mérlombikba, oldjuk fel metil-
alkoholban (3.3.), és toltsiik fel jelig metil-alkohollal. Ennek az oldatnak a névleges koncentricidja 40 pg DL-a-
tokoferol/ml, ami egyenértékdi 44,0 pg DL-a-tokoferol-acetat/ml-rel. A standard munkaoldatot felhasznalds eldtt
frissen kell késziteni.

A kalibrdl6 oldatok és a kalibracids gorbe elkészitése

A standard munkaoldatbdl vigyiink 4t 1,0, 2,0, 4,0 és 10,0 ml-t 20 ml-es méré-lombikokba, toltsiik fel a lombi-
kokat jelig metil-alkohollal (3.3.), és keverjiik Ossze a tartalmukat. Ezeknek az oldatoknak a névleges koncentra-
cidja 2,0, 4,0, 8,0 és 20,0 pg/ml DL-a-tokoferol, azaz 2,20, 4,40, 8,79 pg/ml és 22,0 pg/ml DL-a-tokoferol-
acetat.

Fecskendezziink tobbszor 20 pl-t a kalibrdld oldatok mindegyikébdl, és hatdrozzuk meg az dtlagos csiicsmagas-
sagokat (teriileteket). Az dtlagos csticsmagassdgokat (teriileteket) haszndlva készitsiik el a kalibracids gorbét.

A DL-a-tokoferol torzsoldat (3.11.1.) UV hitelesitése

Etanollal higitsuk a DL-a-tokoferol torzsoldat (3.11.1.) 2,0 ml-ét 25,0 ml-re, majd mérjilk meg ennek az
oldatnak az UV spektrumdt spektrofotométeren (4.6.) etanollal (3.1.) szemben, 250 nm és 320 nm kozott. Az
abszorbancia maximalis értéke 292 nm kell, hogy legyen:

1%
E = 75,8, 292 nm-nél etanolban
1cm

Ennél a higitdsndl 0,6-os extinkcids értéket kell kapni.

Az eredmények kiszimitisa

A mintaoldat E-vitamin-csicsainak dtlagos magassagabdl (teriiletébdl) a kalibracids gorbét (5.6.1.2. vagy
5.6.2.2.) haszndlva hatdrozzuk meg a mintaoldat koncentréciéjat pg/ml-ben (a-tokoferol-acetdtban szdmolva).

Az E-vitamin-tartalmat (w) mg/kg mintdban kifejezve a kovetkezd képlet adja:

500-B-V,
W= —

mg/k
V,-m [ g/ g]
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ahol:
p

V, = a mintaoldat (5.4.) térfogata, ml-ben

a mintaoldat (5.4.) E-vitamin-koncentracidja, pg/ml-ben

V, = az 5.4. szerint vett aliquot rész térfogata, ml-ben

m = a vizsgdlati mennyiség tomege, g-ban
7. Eszrevételek
7.1. Alacsony E-vitamin-koncentrdci6ji mintdk esetében a HPLC meghatdrozdshoz hasznos lehet a két szappanositds

petroléterkivonatait (kimért mennyiség: 25 g) egy mintaoldattd egyesiteni.

7.2 Az analizdland6 minta nem tartalmazhat 2 g-ndl t6bb zsirt.
7.3. Ha a fézisok szétvéldsa nem torténik meg, adjunk kb. 10 ml etanolt (3.1.) az emulzié megbontdsa céljabol.
7.4. A DL-a-tokoferol-acetdt- vagy DL-a-tokoferol-oldat 5.6.1.3., illetve 5.6.2.3. szerinti spektrofotometrids mérése

utdn adjunk kb. 10 mg BHT-t (3.12.) az oldathoz (3.10.1. vagy 3.10.2.), és tartsuk az oldatot htitszekrényben
(a tdroldsi id6tartam legfeljebb négy hét).

7.5. BHT helyett hidrokinon is hasznélhaté.
7.6. Normdlfézist oszlopot haszndlva lehetséges az a-, f-, x- és d-tokoferol elvalasztdsa.
7.7. Natrium-aszkorbat-oldat helyett 150 mg koriili aszkorbinsav is haszndlhat.

7.8. Natrium-szulfid-oldat helyett 50 mg koriili EDTA is haszndlhat6.

8. Ismételhetdség

Ugyanazon a mintdn végzett két parhuzamos meghatdrozds eredményének kiilonbsége nem haladhatja meg a
magasabb érték 15 %-at.

9. Kollaboricids vizsgilat eredményei (')

L 12 12 12 12 12
n 48 48 48 48 48
atlag [mg/kg] 17 380 1187 926 315 61,3
s, [mg/kg] 384 453 252 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
sy [mg/kg] 830 65,0 55,5 18,9 7.8
R [mg/kg] 2324 182,0 155,4 52,9 21,8
CVy [ %] 4,8 5,5 6,0 6,0 12,7
L:  alaboratériumok szdma

az egyedi értékek szdma
s:  az ismételhetGség szérdsa

sg:  areprodukdlhatésdg szordsa

0

ismételhet8ség

Rz reprodukalhat6sdg

CV;: az ismételhetség varidcios koefficiense
CV,: a reprodukdlhatésdg varidcios koefficiense

(') A vizsgilatot a Verband Deutscher Landwirtschaftlicher Untersuchungs- und Forschungsanstalten (VDLUFA) takarmdny-munkacso-
portja végezte.
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Uveghenger (4.8.1.)

(magassédga koriibeliil 48 cm)

Konnyt
asvanyolaj-réteg

Vizes réteg
+
elszappanositott
takarmény

1. dbra: Extrahdl6 késziilék (4.8.)

/)

=

i Csiszolt tivegbetét (4.8.2.)
(hossza koriilbeliil 45 cm)

/
|

age— Allithaté csé
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3.1.

3.2

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

3.10.

3.11.

3.14.

C. RESZ

A TRIPTOFAN MEGHATAROZASA

Cél és alkalmazdsi teriilet

A modszer a takarmdnyokban taldlhaté Gsszes és a szabad triptofdn meghatdrozdsara szolgal. Nem kiilonbozteti
meg a D- és az L-formdkat.

Vizsgilati alapelv

Az Osszes triptofdn meghatdrozdsdhoz a mintdt alkalikus koriilmények kozott, telitett barium-hidroxid-oldattal
hidrolizdljuk, majd 110 °C-ra hevitjitk, és ezen a hémérsékleten tartjuk 20 6rdn 4t. Hidrolizis utdn bels§ stan-
dardot adunk hozza.

A szabad triptofdn meghatdrozdsdhoz a mintdt enyhén savas koriilmények kozott extrahdljuk belsé standard jelen-
1étében.

A hidrolizatumban vagy a kivonatban taldlhaté triptofant és a bels standardot HPLC-médszerrel, fluoreszcens
detektaldssal hatdrozzuk meg.

Reagensek

Bideszt vagy azzal egyenértékdi mindségii vizet kell haszndlni (konduktivitds < 10 pS/cm).

Standard anyag: vakuumban, foszfor-pentoxid felett szdritott triptofn (tisztasdg/tartalom = 99 %)

Bels§ standard anyag: vikuumban, foszfor-pentoxid felett szdritott a-metil-triptofan (tisztasdg/tartalom > 99 %)

Barium-hidroxid oktahidrdt (BaCO, képzédésének elkeriilése érdekében tigyelniink kell arra, hogy a Ba(OH), - 8
H,O-t ne tegyiik ki tilzott mértékben levegd hatdsdnak, mert ez zavarhatja a meghatdrozdst) (ldsd Eszrevételek
9.3. pont).

Naétrium-hidroxid

Ortofoszforsav, w = 85 %

Sosav, p,, = 1,19 g/ml

Metil-alkohol, HPLC tisztasdgt

Petroléter, forrdsponttartomény 40-60 °C

Natrium-hidroxid-oldat, ¢ = 1 mol/l:

Oldjunk fel 40,0 g NaOH-t (3.5.) vizben, és vizzel (3.1.) toltsiik fel 1 I-re.
Sésav, ¢ = 6 mol/l:

Vegyiink 492 ml HCl-t (3.7.), és vizzel toltsiik fel 1 1-re.

. Sésav, ¢ = 1 mol/l:

Vegyiink 82 ml HCl-t (3.7.), és vizzel toltsiik fel 1 I-re.

. Sésav, ¢ = 0,1 mol/l:

Vegyiink 8,2 ml HCl-t (3.7.), és vizzel toltsiik fel 1 I-re.
Ortofoszforsav, ¢ = 0,5 mol/l:

Vegyiink 34 ml ortofoszforsavat (3.6.), és vizzel (3.1.) toltsiik fel 1 l-re.
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3.15.

3.20.

3.21.

3.22.

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

5.1.

5.2

Triptofan (3.2.) koncentrdlt oldata, ¢ = 2,50 pmol/ml:

Egy 500 ml-es mérlombikban oldjunk fel 0,2553 g triptofant (3.2.) sésavban (3.13.), majd az oldatot toltsiik fel
jelig s6savval (3.13.). Taroljuk —18 °C-on maximum négy hétig.

. Koncentrélt belsé standard oldat, ¢ = 2,50 pmol/ml:

Egy 500 ml-es mérdlombikban oldjunk fel 0,2728 g triptofdnt (3.3.) sésavban (3.13.), majd az oldatot téltsiik fel
jelig s6savval (3.13.). Taroljuk 18 °C-on maximum négy hétig.

. A triptofdn kalibrdl6 standard oldata és a bels§ standard:

Vegyiink 2,00 ml-t a triptofdn koncentrdlt oldatdbdl (3.15.) és 2,00 ml-t a koncentrélt bels6 standard (a-metil-trip-
tofdn) oldatbdl (3.16.). Oldjuk fel vizben (3.1.) és metil-alkoholban (3.8.) a kész hidrolizdtuméval koriilbeliil
azonos térfogatra és koriilbelill azonos metil-alkohol koncentraciéra (10-30 %).

Az oldatot felhaszndlds el6tt frissen kell elkésziteni.

Készités sordn kozvetlen napfényhatdstdl dvjuk.

. Ecetsav

. 1,1,1-trikl6r-2-metil-2-propanol

Etanolamin > 98 %

1 g 1,1,1-triklér-2-metil-2-propanol (3.19.) 100 ml metil-alkoholban készitett oldata (3.8)

Mozgé fazis a HPLC-hez: 3,00 g ecetsav (3.18.) + 900 ml viz (3.1.) + 1,1,1-trikl6r-2-metil-2-propanol (3.19.)
metil-alkoholban (3.8.) készitett oldatdnak (3.21.) 50,0 ml-e (1 g/100 ml). A pH-t dllitsuk 5,00-re etanolaminnal
(3.20.). Az oldatot vizzel (3.1.) toltsiik fel 1 000 ml-re.

Eszkozok

HPLC késziilék spektrofluorometrids detektorral

Folyadékkromatogrifids oszlop, 125 mm x 4 mm, C,,, 3 pm toltet, vagy azzal egyenértékd oszlop

pH-méré

Polipropilén lombik, 125 ml térfogatd, széles nyakkal és csavaros zarokupakkal

Membransziird, 0,45 pm

Autokldv, 110 (£2) °C, 1,4 (x0,1) bar

Mechanikus rdz6gép vagy magneses keverd

KémcsSkeverd (vortex)

A vizsgélat médja

A mintdk elkészitése

Oroljiik meg a mintdt annyira, hogy az dthaladjon egy 0,5 mm-es szemméretii szitan. Orlés el6tt a nagy nedves-
ségtartalmi mintdkat vagy 1égszdraz dllapotba kell hozni 50 °C-ndl nem magasabb hémérsékleten, vagy liofilizdlni
kell azokat. A nagy zsirtartalmd mintdkat 6rlés el6tt petroléterrel (3.9.) extrahdlni kell.

A szabad triptofdn (kivonat) meghatdrozdsa

1 mg-os pontossiggal mérjiink be az elkészitett mintdbdl (5.1.) megfelel6 mennyiséget (1-5 g) egy Erlenmeyer-
lombikba. Adjunk hozzd 100,0 ml sésavat, k = 0,1 mol/l (3.13.) és 5,00 ml koncentrélt bels§ standard oldatot
(3.16.). Rézzuk vagy keverjitk 60 percen dt mechanikus rdz6gépen vagy mdgneses keverén (4.7.). Engedjiik a
zagyot leiilepedni, majd pipettizzunk a feliiliszé oldatbdl 10,0 ml-t f6z6pohdrba. Adjunk hozzd 5 ml ortofosz-
forsavat, k = 0,5 mol/l (3.14.). Natrium-hidroxiddal, k = 1,0 mol/l (3.10.) dllitsuk a pH-t 3,0-ra. Adjunk hozzd
annyi metil-alkoholt (3.8.), hogy a végtérfogatra szamitott metil-alkohol-koncentrdcié 10 és 30 % kozott legyen.
Vigyiik dt megfelel§ Grtartalmi mérélombikba, és vizzel higitsuk a kromatogréfidhoz szikséges térfogatra (koriil-
beliil a kalibral6 standard oldat (3.17.) térfogatdval megegyez§ térfogatra).
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5.3.

5.4.

A HPLC oszlopra valé felvitel el6tt sziirjitk 4t az oldat néhdny ml-ét 0,45 pm-es membransziirén (4.5.). A kroma-
togréfit az 5.4. bekezdés szerint végezziik.

A standard oldatot és a kivonatokat 6vjuk a kozvetlen napfényhatdstl. Ha a kivonatokat nem lehet a készités
napjan analizdlni, azok 5 °C-on legfeljebb harom napig tarolhat6k.

Az Osszes triptofan (hidrolizatum) meghatdrozdsa

Az elkészitett mintabol (5.1.) mérjiink be 0,2 mg-os pontossaggal 0,1-1 g-ot a polipropilén lombikba (4.4.). A
kimért mintamennyiség nitrogéntartalmanak kb. 10 mg-nak kell lennie. Adjunk hozzd 8,4 g barium-hidroxid-
oktahidratot (3.4.) és 10 ml vizet. Keverjiikk ssze kémcsSkeverGvel (4.8.) vagy magneses keverén (4.7.). A teflon-
bevonati mdgnest hagyjuk a keverékben. Mossuk le 4 ml vizzel az edény falt. Helyezziik rd a csavaros zaroku-
pakot, és lazdn zdrjuk le a lombikot. Helyezziik autokldvba (4.6.) forrd vizzel és g6zzel 30-60 percre. Zarjuk be
az autokldvot, és inditsuk el 110 (£2) °C hdmérsékleten 20 6rdn 4t.

Az autokldv kinyitdsa el6tt csokkentsitk a hdmérsékletet kevéssel 100 °C ald. A Ba(OH), - 8 H,O kikristdlyosoda-
sénak elkeriilése érdekében adjunk a meleg keverékhez 30 ml, szobahSmérsékletii vizet. Ovatosan rdzzuk vagy
keverjitk 6ssze. Adjunk hozzd 2,00 ml koncentrédlt bels§ standard (a-metil-triptofdn) oldatot (3.16.). Hiitsiik az
edényeket viz- vagy jégfiirdében 15 percen dt.

Ezutdn adjunk hozzd 5 ml ortofoszforsavat, k = 0,5 mol/l (3.14.). Tartsuk az edényt a hitdfiirdSben, és keverés
kozben semlegesitsitk az oldatot sésavval, k = 6 mol/l (3.11.), majd dllitsuk a pH-t 3,0-ra sésavval, k = 1 mol/l
(3.12.). Adjunk hozzd annyi metil-alkoholt, hogy a végtérfogatra szamitott metil-alkohol-koncentracié 10 és 30 %
kozott legyen. Vigyiik at megfelel§ Grtartalmt mérélombikba, és vizzel higitsuk a kromatogréfidhoz sziikséges
térfogatra (példdul 100 ml-re). Ugyeljiink, hogy a metil-alkohol hozzdaddsa ne okozzon kicsapodést.

A HPLC oszlopra valo felvitel el6tt sztrjiik dt az oldat néhdny ml-ét 0,45 pm-es membransziirén (4.5.). A kroma-
togréfiat az 5.4. bekezdés szerint végezziik.

A standard oldatot és a kivonatokat 6vjuk a kozvetlen napfényhatdstél. Ha a kivonatokat nem lehet a készités
napjan analizdlni, azok 5 °C-on legfeljebb hdrom napig tdrolhatok.
Meghatdrozds HPLC-vel

Az izokratikus eltciéra vonatkozé kovetkezd paraméterek Gtmutatdsul szolgdlnak; mds paraméterek is alkalmaz-
hatok, feltéve hogy azok egyenértékii eredményeket adnak (lasd még Eszrevételek 9.1. és 9.2. pont).

Folyadék-kromatografids oszlop (4.2.): 125 mm x 4 mm, C,, 3 pm toltet, vagy azzal egyenértékd
oszlop

Oszlophémérséklet: szobahémérséklet

Mozgé fazis (3.22.): 3,00 g ecetsav (3.18) + 900 ml viz (3.1) + az 1,1,1-

triklér-2-metil-2-propanol  (3.19.) metil-alkohollal (3.8.)
késziilt oldatdnak (3.21.) (1 g/100 ml) 50,0 ml-e.

A pH-t etanolaminnal (3.20.) éllitsuk 5,00-re. Vizzel (3.1.)
toltsiik fel 1 000 ml-re.

Aramlisi sebesség: 1 ml/perc

Teljes futtatdsi id6: koriilbelil 34 perc

Kimutatdsi hullimhossz: gerjesztés: 280 nm, emisszid: 356 nm
Befecskendezett mennyiség: 20 pl

Az eredmények kiszamitdsa

AxBxCxDxExMW
FxGxHx 10000 xW

= g triptofin [ 100 g minta
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A = abelsd standard, standard kalibral6 oldat (3.17.) csticsteriilete

B = atriptofdn, kivonat (5.2.) vagy hidrolizdtum (5.3.), csticsteriilete

C = akalibrdl6 oldathoz (3.17.) hozzdadott koncentralt triptofanoldat (3.15.) térfogata, ml-ben (2 ml)

D = ? k;lisbor)élé oldathoz (3.17.) hozzdadott koncentrdlt triptofinoldat (3.15.) koncentrdcidja, pmol/ml-ben

E = az extrahdldsndl (5.2.) (= 5,00 ml) vagy a hidrolizitumhoz (5.2.) (= 2,00 ml) hozzdadott, koncentralt
bels§ standard oldat (3.16.) térfogata, ml-ben

F = abels§ standard, kivonat (5.2.) vagy hidrolizdtum (5.3.), csticsteriilete

G = a triptofdn, standard kalibrdl6 oldat (3.17.) cstcsteriilete

H = astandard kalibrdl6 oldathoz (3.17.) hozzdadott, koncentralt belsS standard oldat (3.16.) térfogata, ml-ben
(= 2,00 ml)

W = aminta tomege, g-ban (szdritott és/vagy zsirtalanitott minta esetében az eredeti stlyra korrigélt)

MW = a triptofdn molekulatomege (= 204,23)

Ismételhetdség

Ugyanazon a mintdn végzett két parhuzamos meghatdrozds eredményének kiilonbsége nem haladhatja meg a

magasabb érték 10 %-dt.

Kollaborici6s vizsgélat eredményei

Kozosségi kollabordcids vizsgdlatra keriilt sor (negyedik korvizsgdlat), amelynek sordn hdrom mintdt vizsgdltak
meg a hidrolizis médszerének hitelesitése céljabol, 12 laboratériumban. Mindegyik mintit tobbszor (5) analizdltak.
Az eredményeket a kovetkezd tdbldzat tartalmazza:

2 mint 3. minta
1. minta L-tri fl m1r11 ]2. et Takarménykoncent-
Sertéstd triprolanna, Kiegeszi- ratum sertések
P tett sertéstd
P szdmadra
L 12 12 12
n 50 55 50
Atlag [g[kg] 2,42 3,40 4,22
s, [g/kg] 0,05 0,05 0,08
r [g/kg] 0,14 0,14 022
CV, [ %] 1,9 1,6 1,9
s [g/ke] 0,15 0,20 0,09
R [gfkg] 0,42 0,56 0,25
CVy [%] 6,3 6,0 2,2
L:  eredményeket bekiild§ laboratériumok szdéma
n:  a (Cochran éltal Dixon-szélsGértékprobaval azonositott) szélséértékek kizardsat kovetGen megmaradt egyedi értékek szdma
s;  az ismételhetGség szordsa
sg areprodukalhatésag szordsa
I ismételhetdség

R:  reprodukdlhat6sig

CV,: az ismételhetSség varidcids koefficiense, %

r

CV,: a reprodukalhatdsdg varidcids koefficiense, %

Egy mdsik kozosségi kollabordcios vizsgélatot is végeztek (harmadik korvizsgalat), amelynek sordn két mintdt vizs-
géltak meg a szabad triptofdn kivondsdra haszndlt mddszer hitelesitése céljdbol, 13 laboratériumban. Mindegyik
mintat tobbszor (5) analizéltak. Az eredményeket a kovetkezd tabldzat tartalmazza:
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5. minta
4. minta Biiza és sz6ja kevercke (= 4.
Biiza és sz6ja keveréke minta), hozzdadott triptofdnnal
0,457 glkg)

L 12 12
n 55 60
Atlag [g/kg] 0,391 0,931
s, [gfkel] 0,005 0012
r [g/kg] 0,014 0,034
CV. [ %] 1,34 1,34
sy [g/kg] 0,018 0,048
R [g/ke] 0,050 0,134
CV, [ %] 4,71 511
L:  eredményeket bekiild6 laboratériumok szdma
n:  a (Cochran dltal Dixon-szélsGértékprébaval azonositott) szélséértékek kizdrdsat kovetGen megmaradt egyedi értékek szama
s;  az ismételhetGség szérdsa

sg:  areprodukalhatdsdg szordsa

r: ismételhetSség

R:  reprodukélhatdsdg

CV;: az ismételhetGség varidcios koefficiense, %
CV,: a reprodukdlhatésdg varidcios koefficiense, %

Egy tovdbbi kozosségi korvizsgdlatot is végeztek, amelynek sordn négy mintat vizsgdltak meg a triptofdn hidrolizisére
haszndlt médszer hitelesitése céljdbol, hét laboratériumban. Az eredmények az aldbbi tdbldzatban szerepelnek. Mindegyik
mintét tobbszor (5) analizaltak.

1. minta 2. minta 3. mint 4. mint
Sertéstakarmany- Alacsony zsirtar- - munta - minta
Keverédk talm halliszt Szdjaliszt Folozott tejpor
(CRM 117) (CRM 118) (CRM 119) (CRM 120)
L 7 7 7 7
n 25 30 30 30
Atlag [g/ke] 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
sy [g/kg] 0,031 0,413 0,283 0,221
R [g/kg] 0,087 1,156 0,792 0,619
CVr [%] 1,48 4,69 411 4,22
L:  eredményeket bekiild6 laboratériumok szdma
n:  a (Cochran dltal Dixon-szélséértékprobaval azonositott) szélsGértékek kizardsit kovetGen megmaradt egyedi értékek szdma
s:  az ismételhetGség szérdsa

a reprodukdlhatésdg szordsa

I ismételhet8ség

R:  reprodukélhat6sdg

az ismételhetSség varidcios koefficiense, %
CVy: a reprodukdlhatésag varidcios koefficiense, %
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9.2.

9.3.

Eszrevételek

Specidlis kromatografids paraméterek alkalmazdsa a triptofdn és az a-metil-triptofin jobb elvilasztdsat teheti
lehet6vé.

Izokratikus elicid, majd gradiens oszlopon torténd tisztitds:

Folyadékkromatogréfids oszlop: 125 mm x 4 mm, C,, 5 pmtoltet, vagy azzal egyenértékd
oszlop

Oszlophémérséklet: 32 °C

Mozgé fazis: A: 0,01 mol/l KH,PO,/metil-alkohol, 95 + 5 (V + V).
B: Metil-alkohol

Grédiens program: 0 perc 100 % A 0%B
15 perc 100 % A 0%B
17 perc 60 % A 40% B
19 perc 60 % A 40% B
21 perc 100 % A 0%B
33 perc 100 % A 0%B

Aramlasi sebesség: 1,2 ml/perc

Teljes futtatdsi id6: koriilbeliil 33 perc

A kromatografia a HPLC tipusatdl és az oszloptoltetként alkalmazott anyagtél fuggSen viltozik. A vélasztott rend-
szernek képesnek kell lennie a triptofdn és a bels6 standard alapvonalon t6rténd elvalasztdsdra. Fontos tovabbd,
hogy a bomldstermékek jol elviljanak a triptofdntdl és a belsé standardtdl. A belsé standard nélkiili hidrolizatu-
mokat is futtatni kell a bels§ standard alatti alapvonal szennyezettségének ellendrzése céljdbél. Fontos, hogy a
futtatdsi id6 elég hosszi legyen az osszes bomldstermék eludldsdhoz, mert kilonben a késén eludlédé cstcsok
zavarhatjdk a késébbi kromatografids futtatdsokat.

A kromatogréfids rendszernek a miikddési tartomdnyban linedris vélaszt kell adnia. A linedris vélaszt a bels§ stan-

a triptofdn-, mind a bels§ standard csticsok nagysaga a HPLC[fluoreszcens rendszer linedris tartomdnyédba essen.
Ha a triptofdn- és/vagy a belsd standard cstics(ok) tul kicsi(k) vagy til nagy(ok), az analizist meg kell ismételni mds
mintamérettel és/vagy mds végtérfogattal.

Bérium-hidroxid

Allés hatdséra a barium-hidroxid egyre nehezebben oldédik. Ennek kovetkeztében a HPLC meghatirozashoz hasz-
nalt oldat zavaros lesz, ami alacsony triptofdnértékeket eredményezhet.



