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DYREKTYWA KOMISJI 2000/45/WE
z dnia 6 lipca 2000 r.

ustanawiajgca wspélnotowe metody analizy do celéw oznaczania witaminy A, witaminy E
i tryptofanu w paszach

(Tekst majacy znaczenie dla EOG)

KOMISJA WSPOLNOT EUROPEJSKICH,
uwzgledniajac Traktat ustanawiajacy Wspdlnote Europejska,

uwzgledniajac dyrektywe Rady 70/373/EWG z dnia 20 lipca
1970 r. w sprawie wprowadzenia wspdlnotowych metod
pobierania préobek i analizy do celéw urzedowej kontroli
pasz ('), ostatnio zmieniong Aktem Przystapienia Austrii,
Finlandii i Szwecji (%), w szczegdlnosci jej art. 2,

a takze majac na uwadze, co nastepuje:

(1)  Dyrektywa 70/373[/EWG stawia wymég, aby urzedowe
kontrole pasz w celu sprawdzenia zgodnosci z wymaga-
niami  wynikajgcymi  z  przepisow  ustawowych,
wykonawczych i administracyjnych regulujgcych ich
jakos¢ i sklad byly przeprowadzane przy uzyciu wspdl-
notowych metod pobierania prébek i analiz.

(2)  Dyrektywa Rady 70/524/EWG z dnia 23 listopada 1970
r. dotyczaca dodatkéw paszowych (°), ostatnio zmie-
niona rozporzadzeniem Komisji (WE) nr 2439/1999 z
dnia 17 listopada 1999 r. () stanowi, ze zawarto$¢ wita-
miny A i witaminy E musi by¢ podana na etykiecie, w
przypadkach gdy te substancje s3 dodawane do przed-
mieszek i pasz.

(3)  Dyrektywa Rady 79/373/EWG z dnia 2 kwietnia 1979 r.
w sprawie wprowadzenia do obrotu mieszanek paszo-
wych (’), ostatnio zmieniona dyrektywa Komisji
2000/16/WE () i dyrektywa Rady 93]74/EWG z dnia 13
wrze$nia 1993 r. w sprawie pasz przeznaczonych do
szczegblnych potrzeb zywieniowych (), ostatnio zmie-
niona dyrektywa 96/25/WE (%), stanowia, ze kwasy
aminowe musza by¢ podawane na etykietach pasz.

(49)  Nalezy ustanowi¢ wspdlnotowe metody analiz w celu
kontroli tych substangji.

(5)  Srodki przewidziane w niniejszej dyrektywie sq zgodne z
opinia Stalego Komitetu ds. Pasz,

) Dz.U.L 170 z 3.8.1970, str. 2.

) Dz.U. C 241 z 29.8.1994, str. 1.

) Dz.U. L 270 z 14.12.1970, str. 1.
‘) Dz.U.L 297 z 18.11.1999, str. 8.
’) Dz.U. L 86 z 6.4.1979, str. 30.

) Dz.U. L 105 z 3.5.2000, str. 36.
) Dz.U. L 237 2 22.9.1993, str. 23.
) Dz.U. L 125 z 23.5.1996, str. 35.

PRZYJMUJE NINIEJSZA DYREKTYWE:

Artykut 1

Panistwa Czlonkowskie zapewniajg, aby analizy do celow urze-
dowej kontroli pasz i przedmieszek pod katem zawartosci wita-
miny A, witaminy E oraz tryptofanu byly przeprowadzane
zgodnie z metodami okreslonymi w zalaczniku do niniejszej

dyrektywy.
Artykut 2

Panistwa Czlonkowskie wprowadza w zycie przepisy ustawowe,
wykonawcze i administracyjne niezbedne do wykonania niniej-
szej dyrektywy przed dniem 31 sierpnia 2000 r. i niezwlocznie
powiadomia o tym Komisje.

Pafistwa Czlonkowskie zastosuja wspomniane $rodki od dnia
1 wrze$nia 2000 r.

Przepisy przyjete przez Panstwa Czlonkowskie zawieraja odnie-
sienie do niniejszej dyrektywy lub odniesienie takie towarzyszy
ich urzgdowej publikacji. Metody dokonywania takiego odnie-
sienia okreslane s3 przez Panstwa Czlonkowskie.
Artykut 3
Niniejsza dyrektywa wchodzi w zycie dwudziestego dnia po jej
opublikowaniu w Dzienniku Urzedowym Wspdlnot Europejskich.
Artykut 4

Niniejsza dyrektywa skierowana jest do Panstw Czlonkowskich.

Sporzadzono w Brukseli, dnia 6 lipca 2000 r.

W imieniu Komisji
David BYRNE

Czlonek Komisji
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ZALACZNIK
CZESC A

3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.6.1.

3.7.

3.8.

3.9.

3.12.

3.12.1.

4.1.

4.2.

OZNACZANIE WITAMINY A

Cel i zakres

Metoda ta stuzy do oznaczenia witaminy A (retinol) w paszach i ﬁ)rzedmieszkach. Metoda ta pozwala na ozna-
czenie witaminy A wystepujacej jako trans-retinyl w formie alkoholowej i jego izomeréw cis. Zawarto$¢ wita-
miny A jest wyrazana w jednostkach migdzynarodowych (IU) na kg. Jedna U odpowiada aktywnosci 0,300 pg

wszystkich izomeréw trans-witaminy A w formie alkoholowej lub 0,344 ng wszystkich form trans-octanu wita-
miny A lub 0,550 pg wszystkich form trans-palmitynianu witaminy A.

Granica oznaczalnosci metody wynosi 2000 IU witaminy A/kg.

Zasada

Prébka jest hydrolizowana w etanolowym roztworze wodorotlenku potasu i witamina A jest ekstrahowana
eterem naftowym. Rozpuszczalnik jest usuwany przez odparowanie, a pozostalo$¢ rozpuszczana w metanolu i,
w razie potrzeby, rozcieficzana do wymaganego stezenia. Zawarto$¢ witaminy A jest oznaczana metodg wyso-
kosprawnej chromatografii cieczowej z faza odwrdcong (RP-HPLC) przy wykorzystaniu detektora UV lub fluo-
rescencyjnego. Parametry chromatograficzne zostaly tak dobrane, Ze nie zacﬁodzi} rozdzial miedzy trans-

witaming A w formie alkoholowej i jej izomerami cis.

Odczynniki

Etanol, 0 = 96 %

Eter naftowy, zakres wrzenia 40-60 °C

Metanol

Roztwér wodorotlenku potasu, f = 50 g/100 ml

Roztwor askorbinianu sodu, f = 10 g/100 ml (patrz objasnienia ppkt 7.7)

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

Roztwor siarczku sodu, ¢ = 0,5 mol/l w glicerolu, p = 120 g/l (dla x = 9) (patrz objasnienia ppkt 7.8)
Roztwor fenoloftaleiny, f = 2 g/100 ml w etanolu (ppkt 3.1)

2-propanol

Faza ruchoma do HPLC: mieszanina metanolu (ppkt 3.3) i wody, np. 980 + 20 (v + v). Dokladny wspét-
czynnik zostanie okreslony przez charakterystyke stosowanej kolumny.

Azot, wolny od tlenu
Octan all-trans-witaminy A, o specjalnej czystosci i certyfikowanej aktywnosci, np. 2,80 x 106 [U/g

Roztwér wzorcowy octanu all-trans-witaminy A: zwazy¢ z dokladnoscig do 0,1 mg 50 mg octanu witaminy A
(ppkt 3.11) do kolby pomiarowej o pojemnosci 100 ml. Rozpusci¢ w 2-propanolu (ppkt 3.8) i dopetni¢ do
kreski tym samym rozpuszczalnikiem. Nominalne stezenie tego roztworu wynosi 1400 IU witaminy A w 1 ml.
Dokladna zawarto$¢ nalezy oznaczy¢ wedtug ppkt 5.6.3.1

Bardzo czysty palmitynian all-trans-witaminy A o atestowanej aktywnosci, np. 1,80 x 10°¢ IU/g

Roztwoér wzorcowy palmitynianu all-trans-witaminy A: zwazy¢ z dokladnoscia do 0,1 mg, 80 mg palmity-
nianu witaminy A (ppkt 3.12) do kolby pomiarowej o pojemnosci 100 ml. Rozpuscié w 2-propanolu
(ppkt 3.8) i dopemi¢ do kreski tym samym rozpuszczalnikiem. Nominalne st¢zenie tego roztworu wynosi
1 400 1U witaminy A na ml. Dokladna zawarto$¢ nalezy oznaczy¢ wedlug ppkt 5.6.3.2.

2,6-di-tetra-butylo-4-metylofenol (BHT) (patrz objasnienia ppkt 7.5)

Aparatura
Odparowywacz prozniowy

Szklo laboratoryjne oranzowe
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4.2.1.

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.

Kolby plaskodenne lub stozkowe, 500 ml, ze szlifem

Kolby pomiarowe ze szklanymi korkami, z waskg szyjka, 10, 25, 100 i 500 ml
Rozdzielacze stozkowe, 1 000 ml, ze szklanymi korkami

Kolby gruszkowe, 250 ml, ze szlifowanym kielichem

Chlodnica zwrotna kulkowa, dlugo$¢ plaszcza 300 mm, z polaczeniami szlifowanymi, z nasadka do
podlaczenia gazu

Karbowany saczek bibulowy do rozdzielania faz, Srednica 185 mm (np. Schleicher & Schuell 597 HY2/2)
Wyposazenie HPLC z systemem dozowania

Kolumna do chromatografii cieczowej, 250 mm x 4 mm, C,,, wypelnianie 5 lub 10 pm lub podobne (kryte-
rium poprawnosci: pojedynczy pik dla wszystkich izomeréw retinolu w warunkach HPLC)

Detektor UV lub fluorescencyjny, z mozliwoscig zmiany dlugosci fali
Spektrofotometr z kwarcowymi kuwetami 10 mm

taznia wodna z mieszadlem magnetycznym

Zestaw do ekstrakeji (patrz rysunek 1) zawierajacy:

Cylinder szklany o pojemnosci 1 1, ze szlifem i korkiem

Nasadke szklang ze szlifem z bocznikiem i ruchoma nastawna rurka przesuwajaca si¢ przez $rodek nasadki.
Nastawna rurka powinna mie¢ zakoniczenie w ksztalcie litery U i przeciwlegly otwor skierowany ku gérze tak,
aby gérna warstwa cieczy w cylindrze mogla by¢ przeniesiona do rozdzielacza stozkowego.

Sposéb postepowania

Uwaga: Witamina A jest wrazliwa na $wiatlo (UV) i utlenianie. Wszystkie czynno$ci powinny by¢ przeprowadzane w
ciemnosci (z zastosowaniem szkla oranzowego lub szkla zabezpieczonego folig aluminiows) i Eez tlenu (ptukanie
strumieniem azotu). Podczas ekstrakeji powietrze znad cieczy powinno by¢ zastgpowane azotem (unikac zbyt
wysokiego ci$nienia, zwalniajac korek od czasu do czasu).

Przygotowanie probki

Rozdrobnié i)r()bk(; tak, aby przesiewala si¢ przez sito o otworach 1 mm, zwazajac, aby podczas rozdrabniania
nie wydzielalo si¢ cieplo. Rozdrabnianie musi by¢ przeprowadzone tuz przed wazeniem i zmydlaniem, gdyz w
przeciwnym razie moga wystapic straty witaminy A.

Zmydlanie

W zalezno$ci od zawarto$ci witaminy A zwazy¢, z dokladnosciag do 0,01 g, 2-25 g prébki do kolby plasko-
dennej lub stozkowej o pojemnosci 500 ml (ppkt 4.2.1). Dodaé kolejno, mieszajac, 130 ml etanolu (ppkt 3.1),
okolo 100 mg BHT (ppkt13), 2 ml roztworu askorbinianu sodu (ppkt 3.5) i 2 ml roztworu siarczku sodu
(ppkt 3.6). Zalozy¢ chlodnice (ppkt 4.3) na kolbg i umiesci¢ kolb¢ na fazni wodnej z mieszadlem magne-
tycznym (ppkt 4.7). Ogrza¢ do wrzenia i pozwoli¢ na skraplanie si¢ kondensatu w chlodnicy przez 5 minut.
Nastepnie dodaé 25 ml roztworu wodorotlenku potasu (ppkt 3.4) przez chlodnice (ppkt 4.3) i pozwoli¢ na
skraplanie si¢ kondensatu w chlodnicy przez nastgpne 25 minut, mieszajac pod poonIrlem przeplywem azotu.
Nastepnie sptukac chtodnicg okoto 20 ml wody i schlodzi¢ zawarto$¢ kolby do temperatury pokojowej.

Ekstrakcja

Przenie$¢, dekantujgc, zmydlony roztwér, ilosciowo splukujac 250 ml wody, do rozdzielacza 1000 ml
(ppkt 4.2.3) lub do aparatu do eKstrakcji (ppkt 4.8). Sptuka¢ kolbg po zmydlaniu kolejno 25 ml etanolu (ppkt
3.1) i 100 ml eteru naftowego (ppkt 3.2) i przenies¢ popluczyny do rozdzielacza lub do aparatu do ekstrakcji.
Proporcja wody i etanolu w lgczonych roztworach powinna wynosi¢ okolo 2:1. Wstrzasa energicznie przez
dwie minuty i pozostawi¢ na dwie minuty.

Ekstrakcja przy uzyciu rozdzielacza stozkowego (ppkt 4.2.3)

Po rozdzieleniu warstw (patrz objasnienia ppkt 7.3) przenie$¢ warstwe eteru naftowego do innego rozdzielacza
(ppkt 4.2.3). Powtorzy¢ ekstrakcje dwukrotnie, uzywajagc 100 ml eteru naftowego (ppkt 3.2) i ponownie 50 ml
eteru naftowego (ppkt 3.2).

Przemy¢ dwukrotnie polaczone ekstrakty w rozdzielaczu stozkowym ostroznie mieszajac (aby zapobiec powsta-
waniu emulsji), 100-mililitrowymi porcjami wody, a nastgpnie powtorzy¢ przemywanie kolejnymi 100-milili-
trowymi porcjami wody, az woda pozostanie bezbarwna po dodaniu roztworu fenoloftaleiny (ppkt 3.7)
(wystarczy zwykle czterokrotne przemycie). W celu usuniecia suspensji wodnej przesaczy¢ przemyty ekstrakt
przez suchy karbowany saczek do rozdzielania faz (ppkt 4.4) do kolby pomiarowej o pojemnosci 500 ml
(ppkt 4.2.2). Sptuka¢ rozdzielacz i saczek przy uzyciu 50 ml eteru naftowego (ppkt 3.2), dopetni¢ do kreski
eterem naftowym (ppkt 3.2) i dobrze wymieszac.
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5.4.

5.5.

5.6.

5.6.1.

Ekstrakcja przy uzyciu aparatu do ekstrakgji (ppkt 4.8)

Gdy warstwy zostang rozdzielne (patrz obja$nienia ppkt 7.3) zastapi¢ korek szklanego cylindra (ppkt 4.8.1)
nasadka sz‘lfl};ng ze szlifem (ppkt 4.8.2) i ustawic nizszy koniec rurki w ksztalcie litery U tag, aby znajdowal si¢
tuz ponad granicg rozdzialu faz. Przez zwigkszanie ciSnienia azotu doplywajacego przez nasadke przeniesé
gbrng warstwe eteru naftowego do rozdzielacza o pojemnosci 1000 ml (ppkt 4.2.3). Doda¢ 100 ml eteru
naftowego (ppkt 3.2) do szklanego cylindra, zamkna¢ i dobrze wymieszaé. Pozostawi¢ do rozdzielenia sig
warstw 1 przenie$¢ gorng warstwg do rozdzielacza jak poprzednio. Powtdrzy¢ procedurg ekstrakcyjng stosujac

ja 100 ml eteru naftowego (ppkt 3.2), a nastepnie dwukrotnie porcje 50 ml eteru naftowego

kolejna porﬂ
(ppkt 3.2) i dola¢ warstwy eteru naftowego do rozdzielacza.

Przemy¢ polaczone ekstrakty eteru naftowego jak opisano w ppkt 5.3.1 i postgpowac, jak tam podano.

Przygotowanie roztworu probki do HPLC

Pobra¢ pipeta podwielokrotng porcje roztworu eteru naftowego (z ppkt 5.3.1 lub 5.3.2) do kolby gruszkowej o
pojemnosci 250 ml (ppkt 4.2.4). Odparowaé rozpuszczalnik prawie do sucha na odparowywaczu prézniowym
(ppkt 4.1) przy obnizonym ci$nieniu na lazni wodnej w temperaturze nieprzekraczajgcej 40 °C. Przywrocié
cisnienie atmosferyczne przez wpuszczenie azotu (ppkt 3.10) i zdja¢ kolbe z odparowywacza. Usuna¢ pozostaly
rozpuszczalnik strumieniem azotu (ppkt 3.10) i szybko rozpusci¢ pozostalo$¢ w znanej objetosci metanolu
(10-100 ml) (ppkt 3.3) (stezenie witaminy A powinno wynosi¢ 5-30 1U[ml).

Oznaczanie za pomocg HPLC

Witamina A jest rozdzielana na kolumnie z faza odwrécong C,g (}E)pkt 4.5.1), a stezenie jest mierzone przy
uzyciu detektora UV (325 nm) lub detektora fluorescencyjnego (wzbudzanie: 325 nm; emisja 475 nm) (ppkt
45.).

Wstrzykn?c' podwielokrotng porcje (np. 20 pl) roztworu metanolowego otrzymaneio wedlug ].:l)(pkt 5.4 i
eluowa¢ faza ruchomg (ppkt 3.9). Obliczy¢ $rednig wysokos¢ piku (powierzchnie) kilku wstrzyknie¢ tego
samego roztworu probki i $rednie wysokosci pikéw (powierzchnie) z ki{)ku wstrzyknigé roztwordéw kalibracyj-
nych (ppkt 5.6.2).

Warunki HPLC

Ponizsze warunki podano jako przykladowe; inne warunki moga by¢ zastosowane pod warunkiem, ze ich
zastosowanie doprowadzi do otrzymania réwnowaznych wynikow.

Kolumna chromatograficzna (ppkt 4.5.1): 250 mm x 4 mm, faza odwrécona C,,, wypekienie 5
lub 10 pm lub réwnowazne

Faza ruchoma (ppkt 3.9): Mieszanina metanolu (ppkt 3.3) i wody, np. 980 + 20
(v+v)

Przeplyw: 1-2 ml/min

Detektor (ppkt 4.5.2): Detektor UV (325 nm) lub fluorescencyjny (wzbudzenie:

325 nm/emisja 475 nm)

Kalibrowanie
Przygotowanie roboczych roztworéw wzorcowych

Pobra¢ pipeta 20 ml podstawowego roztworu wzorcowego octanu witaminy A (ppkt 3.11.1) lub 20 ml
podstawowego roztworu wzorcowego palmitynianu (ppk 3.12.1) do 500-mililitrowej kolby ptaskodennej lub
stozkowej (ppkt 4.2.1) i hydrolizowa¢ jak opisano w ppkt 5.2, lecz bez dodatku BHT. Nastepnie ekstrahowaé
eterem naftowym (ppkt 3.2), jak opisano w ppkt 5.3 i dopehi¢ do 500 ml eterem naftowym (ppkt 3.2). Odpa-
rowa¢ 100 ml tego ekstraktu na odparowywaczu prézniowym (patrz ppkt 5.4) prawie do sucha, usunal
pozostaly rozpuszczalnik strumieniem azotu (ppkt 3.10) i ponownie rozpusci¢ pozostatos¢ w 10 ml metanolu
(ppkt 3.3). Nominalne stezenie tego roztworu wynosi 560 IU witaminy A na ml. Nalezy oznaczy¢ doktadng
zawarto$¢ wedlug ppkt 5.6.3.3. Roboczy roztwdr wzorcowy nalezy sporzadzi¢ bezposrednio przed uzyciem.

Pobra¢ pipetg 2,0 ml roboczego roztworu wzorcowego do kolby pomiarowej o pojemnosci 20 ml, dopelni¢
do kreski metanolem (ppkt 3.3) i zamiesza¢. Nominalne stezenie tego rozcieficzonego roboczego roztworu
wzorcowego wynosi 56 IU witaminy A na ml.
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5.6.2.  Przygotowanie roztworéw kalibracyjnych i krzywej kalibracyjnej

Przenie$¢ 1,0, 2,0, 5,0 i 10,0 ml rozcieficzonego roboczego roztworu wzorcowego do serii kolb pomiarowych
o pojemnoéci 20 ml, dopemi¢ do kreski metanolem (ppkt 3.3) i zamiesza¢. Nominalne stezenia tych
roztworéw wynoszg 2,8, 5,6, 14,0 i 28,0 IU witaminy A na ml.

Wstrzykna¢ kilka razy 20 ul kaidel%o roztworu kalibracyjnego i okresli¢ $rednie wysokosci pikéw (powierzch-
nie). Wykorzystujac Srednie wysokoSci pikéw (powierzchnie), wykresli¢ krzywa kalibracyjng uwzgledniajac
wyniki kontroli UV (ppkt 5.6.3.3).

5.6.3.  Standaryzacja UV roztworéw wzorcowych
5.6.3.1. Roztwor wzorcowy octanu witaminy A

Pobraé pipeta 2,0 ml podstawowego roztworu octanu witaminy A (ppkt 3.11.1) do kolby pomiarowej o
pojemnosci 50 ml (pkt 4.2.2) i dopehni¢ do kreski 2-propanolem (ppkt 3.8). Nominalne stezenie tego roztworu
wynosi 56 1U witaminy A na ml. Pobra¢ pipeta 3,0 ml tego rozcieficzonego roztworu octanu witaminy A do
kolby pomiarowej o pojemnosci 25 ml i uzupelni¢ do kreski 2—pr0pano(f)em (ppkt 3.8). Nominalne stezenie
tego roztworu wynosi 6,72 1U witaminy A na ml. Zmierzy¢ spektrum UV tego roztworu wzgledem 2-propa-
nolu (ppkt 3.8) w spektrofotometrze (ppkt 4.6) migdzy 300 nm a 400 nm. Maksimum ekstynkcji musi znaj-
dowac si¢ miedzy 325 nm a 327 nm.

Obliczenie zawarto$ci witaminy A:
IU witaminy A/ml = E326 x 19,0

E1%

1cm

(

dla octanu witaminy A = 1530 przy 326 nm w 2-propanolu)

5.6.3.2. Podstawowy roztwér wzorcowy palmitynianu witaminy A

Pobra¢ pipeta 2,0 ml podstawowego roztworu wzorcowego palmitynianu witaminy A (ppkt 3.12.1) do kolby
pomiarowej o pojemnodci 50 ml (ppkt 4.2.2) i uzupelni¢ do kreski 2-propanolem (ppkt 3.8). Nominalne
stezenie tego roztworu wynosi 56 IU witaminy A na ml. Pobra¢ pipeta 3,0 ml tego rozcieficzonego roztworu
palmitynianu witaminy A do kolby pomiarowej o pojemnosci 25 ml i uzupehi¢ do kreski 2-propanolem (ppkt
3.8). Nominalne stezenie tego roztworu wynosi 6,72 IU witaminy A na ml. Zmierzy¢ spektrum UV tego
roztworu wzgledem 2-propanolu (ppkt 3.8) w spektrofotometrze (ppkt 4.6) migdzy 300 nm a 400 nm.
Maksimum ekstyncji musi znajdowac si¢ miedzy 325 nma 327 nm.

Obliczenie zawarto$ci witaminy A:
IU witaminy A/ml = Esz x 19,0

1%
(E dla palmitynianu witaminy A = 957 przy 326 nm w 2-propanolu)
1 cm

5.6.3.3. Roboczy roztwdr wzorcowy witaminy A

Pobra¢ pipeta 3,0 ml nierozcieficzonego roboczego roztworu wzorcowego witaminy A, przygotowanego
wedlug ppkt 5.6.1, do kolby pomiarowej o pojemnosci 50 ml (ppkt 4.2.2) i uzupehni¢ do kreski 2-propanolem
(ppkt 3.8). Pobra¢ pipeta 5,0 ml tego roztworu do kolby pomiarowej o pojemnosci 25 ml i uzupelni¢ do
kreski 2-propanolem (ppkt 3.8). Nominalne steZenie tego roztworu wynosi 6,72 IU witaminy A na ml. Zmie-
rzy¢ spektrum UV tego roztworu wzgledem 2-propanolu (ppkt 3.8) w spektrofotometrze (ppkt 4.6) migdzy
300 nm a 400 nm. Maksimum ekstynkcji musi znajdowac si¢ miedzy 325 nm a 327 nm.

Obliczenie zawarto$ci witaminy A:
U witaminy A/ml =E;»5 x 18,3
1%

(E dla witaminy A w formie alkoholu = 1821 przy 325 nm w 2-propanolu)
I cm

6. Obliczanie wynikéw

Na podstawie $redniej wysokosci pikéw (powierzchni) witaminy A roztworu probki okresli¢ stezenie roztworu
probki w IU/ml z krzywej wzorcowej (pkt 5.6.2).
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7.2
7.3.
7.4.

7.5.
7.6.
7.7.
7.8.

Zawarto$¢ witaminy A w [UJkg w probce wyraza si¢ nastgpujacym wzorem:
500 . B .

W= \,17;2[3 (IU/kg)

w ktorym:
p = stezenie witaminy A w roztworze probki (ppkt 5.4) w [U/ml
V, = objetoé¢ roztworu probki (ppkt 5.4) w ml

V, = objetos¢ podwielokrotnej czgsci roztworu pobranej (ppkt 5.4) w ml
m = masa prébki analitycznej w g
Objasnienia

Dla prébek o niskiej zawartosci witaminy A moze by¢ uzyteczne polaczenie ekstraktow eteru naftowego z dwu
nawazek (zwazona ilo$¢: 25 g) w jeden roztwor do oznaczania HPLC.

Masa probki pobrana do analizy nie powinna zawiera¢ wigcej niz 2 g thuszczu.
Jesli rozdzielanie faz nie nastepuje, dodaé okolo 10 ml etanolu (pkt 3.1), aby usunaé emulsje.

W przypadku oleju z dorsza i innych czystych tluszczoéw czas zmydlania powinien zosta¢ przedtuzony do
45-60 minut.

Zamiast BHT mozna zastosowa¢ hydrochinon.
Rozdzielenie izomeréw retinolu mozliwe jest przy uzyciu zwyklej kolumny (normalne wypelnienie).
Zamiast roztworu askorbinianu sodu mozna zastosowac okoto 150 mg kwasu askorbinowego.

Zamiast roztworu siarczku sodu mozna zastosowac okoto 50 mg EDTA.

Powtarzalno$é

Réznica miedzy wynikami dwoch réwnoleglych oznaczen tej samej prébki nie moze przekraczaé 15 % w
odniesieniu do wyzszego wyniku.

Wyniki poréwnan mie¢dzylaboratoryjnych (')

Przedmieszki P?isz% z ki Kon cenltrat Pasza biatkowa | Pasza dla prosiat
przedmieszki mineralny

L 13 12 13 12 13
n 48 45 47 46 49
$rednia [1U/kg] 17,02 x 10° 1,21 x 10° 537 100 151 800 18 070
s, [1U/kg] 0,51 x 10¢ 0,039 x 10°¢ 22 080 12 280 682
r [IU/kg] 1,43 x 10° 0,109 x 10°¢ 61 824 34 384 1910
CV, [%] 3,0 3,5 4,1 81 3,8
sg [1U/kg] 1,36 x 10° 0,069 x 10° 46 300 23 060 3614
R [1U[kg] 3,81 x 10° 0,193 x 10°¢ 129 640 64 568 10 119
CVy [%] 8,0 6,2 8,6 15 20
L:  liczba laboratoriéw
n:  liczba pojedynczych wartosci
s;  odchylenie standardowe dla powtarzalnosci
sg: odchylenie standardowe odtwarzalnosci
I powtarzalno$¢ wynikéw

R:  odtwarzalnos¢ wynikow
CV,: wspélezynnik zmiennosci powtarzalnosci
CVy: wspélezynnik zmiennosci odtwarzalnosci

(") Przeprowadzonej przez grupe robocza ds. pasz Verband Deutscher Landwirtschaftlicher Untersuchungs- und Forschungsanstalten

(VDLUFA).
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Cylinder szklany (pkt 4.8.1)
(wysoko$¢ okolo 48 cm)

Warstwa eteru
naftowego

Warstwa
wodna
+
zmydlona
pasza

Rysunek 1: Aparat do ekstrakeji (ppkt 4.8)

/)

=

a8

Nasadka szklana (pkt 4.8.2)
(dhugosé okolo 45 cm)

~aE— Ruchoma rurka
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CZESC B

OZNACZANIE WITAMINY E

1. Cel i zakres

Metoda ta stuzy do oznaczania witaminy E w paszach i przedmieszkach. Zawarto$¢ witaminy E jest \x?rraiona
w mg octanu DL-a-tokoferolu na kg. 1 mg octanu DL-a-tokoferolu odpowiada 0,91 mg DL-a-tokoferolu (wita-
mina E).

Granica oznaczalno$ci metody wynosi 2 mg witaminy E/kg.

2. Zasada

Probka jest hydrolizowana w etanolowym roztworze wodorotlenku potasu i witamina E jest ekstrahowana
eterem naftowym. Rozpuszczalnik jest usuwany przez odparowanie, a pozostato$¢ rozpuszczana w metanolu i,
w razie potrzeby, rozcieficzana do wymaganego stezenia. Zawarto$¢ witaminy E jest oznaczana metodg wyso-
kosprawnej chromatografii cieczowej z fazg odwrécong (RP-HPLC) przy wykorzystaniu detektora fluorescencyj-
nego lub UV.

3. Odczynniki

3.1. Etanol, 0 = 96 %

3.2. Eter naftowy, zakres wrzenia 40-60 °C

3.3. Metanol

3.4. Roztwér wodorotlenku potasu, f = 50 g/100 ml

3.5. Roztwér askorbinianu sodowego, p = 10 g/100 ml (patrz objasnienia ppkt 7.7)

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

3.6.1. Roztwor siarczku sodu, ¢ = 0,5 mol/l w glicerolu, f = 120 g/l (dla x = 9) (patrz objasnienia ppkt 7.8)

3.7. Roztwoér fenoloftaleiny, f = 2 g/100 ml w etanolu (ppkt 3.1)

3.8. Faza ruchoma do HPLC: mieszanina metanolu (ppkt 3.3) i wody, np. 980 + 20 (v + v). Dokladny wspol-
czynnik zostanie okreslony przez charakterystyke stosowanej kolumny.

3.9. Azot, wolny od tlenu
3.10.  Octan DL-a-tokoferolu o specjalnej czystosci i certyfikowanej aktywnosci

3.10.1. Roztwor wzorcowy octanu DL-a-tokoferolu: zwazy¢ z dokladnoscig do 0,1 mg 100 mg octanu DL-a-tokofe-
rolu (ppkt 3.10)‘?(,) kolby pomiarowej o poﬂemnoéci 100 ml. Rozpusci¢ w etanolu (ppkt 3.1) i dopemi¢ do
kreski tym samym rozpuszczalnikiem. 1 ml tego roztworu zawiera 1 mg octanu DL-a-tokoferolu (kontrola
UV, patrz ppkt 5.6.1.3; stabilizacja, patrz objasnienia ppkt 7.4).

3.11.  DL-a-tokoferolu o specjalnej czystosci i certyfikowanej aktywnosci

3.11.1. Zwazy¢ z dokladnoscia do 0,1 mg, 100 mg DL-a-tokoferolu (pppkt 3.10) do kolby pomiarowej o pojemnosci
100 ml. Rozpusci¢ w etanolu (ppkt 3.1) i dopelni¢ do kreski tym samym rozpuszczalnikiem. 1 ml tego
roztworu zawiera 1 mg DL-a-tokoferolu (kontrola UV, patrz ppkt 5.6.2.3; stabilizacja, patrz objasnienia ppkt
7.4).

3.12.  2,6-di-tetra-butylo-4-metylofenol (BHT) (patrz objasnienia ppkt 7.5)

4. Aparatura
4.1. Odparowywacz prézniowy
4.2. Szklo laboratoryjne oranzowe

4.2.1.  Kolby plaskodenne lub stozkowe o pojemnosci 500 ml, ze szlifem
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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.

Kolby pomiarowe ze szklanymi korkami, z waskg szyjka, 10, 25, 100 i 500 ml
Rozdzielacze stozkowe, 1000 ml, ze szklanymi korkami
Kolby gruszkowe, 250 ml ze szlifem

Chlodnica zwrotna kulkowa, dlugo$¢ plaszcza 300 mm, z polaczeniami szlifowanymi, z nasadka do
podlaczenia gazu

Karbowany sgczek bibutkowy do rozdzielania faz, rednica 185 mm (np. Schleicher & Schuell 597 HY2/2)
Wyposazenie HPLC z systemem dozowania

Kolumna do chromatografii cieczowej, 250 mm x 4 mm, C,g, wypeknianie 5 lub 10 pm lub réwnowazna
Detektor UV lub fluorescencyjny, z mozliwoscig zmiany dlugosci fali

Spektrofotometr z kwarcowymi kuwetami 10 mm

taznia wodna z mieszadlem magnetycznym

Zestaw do ekstrakeji (patrz rysunek 1) skladajacy si¢ z:

Cylindra szklanego o pojemnosci 11, ze szlifem i korkiem

Nasadki szklanej ze szlifem z bocznikiem i ruchomg rurkq przesuwajaca si¢ przez $rodek nasadki. Nastawna
rurka powinna mie¢ zakoficzenie w ksztalcie litery U i przeciwlegly otwor skierowany ku gérze, tak aby gérna
warstwa cieczy w cylindrze mogla by¢ przeniesiona do rozdzielacza stozkowego.

Procedura

Uwaga: Witamina E jest wrazliwa na $wiatlo (ultrafioletowe) i utlenianie. Wszystkie czynnosci powinny by¢ wykonywane
w_ciemnosci (z zastosowaniem szkla oranzowego lub szkla zabezpieczonego folig aluminiows) i bez tlenu
(plukanie strumieniem azotu). Podczas ekstrakcji powietrze znad cieczy powinno by¢ zastapione azotem (zapo-
biegaé zbyt wysokiemu cis$nieniu, zwalniajac korek od czasu do czasu).

Przygotowanie probki

Rozdrobni¢ frobk(; tak, aby przesiewala si¢ przez sito o otworach 1 mm, zwazajgc, aby podczas rozdrabniania
nie wydzielalo si¢ c1ep}0 Rozdrabnianie musi by¢ przeprowadzone tuz przed wazeniem i zmydlaniem, gdyz w
przeciwnym razie moga wystapi¢ straty witaminy E.

Zmydlanie

W zaleznosci od zawartosci witaminy E zwazy¢, z dokladnoscig do 0,01 g, 2-25 g prébki do kolby plasko-
dennej lub stozkowej o pojemnosci 500 ml (ppkt 4.2.1). Dodac kolejno, mieszajac, 130 ml etanolu (ppkt 3.1),
okolo 100 mg BHT kt 3.12), 2 ml roztworu askorbinianu sodu (ppkt 3.5) i 2 ml roztworu siarczku sodu
(ppkt 3.6). Zalozy¢ c fodmc (ppkt 4.3) na kolbe i umiesci¢ kolbg na tazni wodnej z mieszadfem magne-
tycznym (ppkt 4.7). Ogrza¢ do wrzenia i pozwoli¢ na skraplanie si¢ kondensatu w ch%odmcy przez 5 minut.
Nastgpnie doda¢ 25 ml roztworu wodorotlenku potasu (ppkt 3.4) przez chiodnice (ppkt 4.3) i pozwoli¢ na
skraplanie si¢ kondensatu w chfodnicy przez nastgpne 25 minut, mieszajac pod poonp nym przeplywem azotu.
Nastepnie sptuka¢ chtodnicg okolo 20 ml wody i schlodzi¢ zawartosé kolby do temperatury pokojowe;.

Ekstrakcja

Przenie$¢, dekantujac, zmydlony roztwér, iloSciowo splukujac 250 ml wody, do rozdzielacza 1000 ml
(ppkt 4.2.3) lub do aparatu do eistrakql (ppkt 4.8). Sptukac ko be po zmydlaniu kole]no 25 ml etanolu (ppkt
3.1) i 100 ml eteru naftowego (ppkt 3.2) i przenies¢ poptuczyny do rozdzielacza lub do aparatu do ekstrakcji.
Proporcja wody i etanolu w faczonych roztworach powinna wynosi¢ okolo 2:1. Wstrzgsa¢ energicznie przez
dwie minuty i pozostawi¢ na dwie minuty.

Ekstrakcja przy uzyciu rozdzielacza stozkowego (pkt 4.2.3)

Po rozdzieleniu warstw (patrz objasnienia ppkt 7.3) przenies¢ warstwe eteru naftowego do innego rozdzielacza
(ppkt 4.2.3). Powtérzy¢ ekstrakcje dwukrotnie, uzywajac 100 ml eteru naftowego (ppkt 3.2) i ponownie 50 ml
eteru naftowego (ppkt 3.2).
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Przemy¢ dwukrotnie polaczone ekstrakty w rozdzielaczu stozkowym ostroznie mieszajac (aby zapobiec powsta-
waniu emulsji), 100 ml porcjami wog , a nastepnie powtérzy¢ przemywanie kolejnymi 100 ml porcjami
wody, az woda pozostanie bezbarwna po dodaniu roztworu fenoloftaleiny (ppkt 3.7) (wystarczy zwykle czte-
rokrotne przemycie). W celu usunigcia suspensji wodnej przesaczy¢ przemyty ekstrakt przez suchy karbowany
saczek do rozdzielania faz (ppkt 4.4) do koll)by pomiarowej o pojemnodci 500 ml (ppkt 4.2.2). Sptukac rozdzie-
lacz i saczek przy uzyciu 50 ml eteru naftowego (ppkt 3.2), dopelni¢ do kreski eterem naftowym (ppkt 3.2) i
dobrze wymieszad.

5.3.2.  Ekstrakcja przy uzyciu aparatu do ekstrakeji (ppkt 4.8)

Gdy warstwy zostang rozdzielne (patrz obja$nienia ppkt 7.3) zastapi¢ korek szklanego cylindra (ppkt 4.8.1)
nasadka sz‘l?:mq ze szlifem (ppkt 4.8.2) i ustawic nizszy koniec rurki w ksztalcie litery U tag, aby znajdowal si¢
tuz ponad granicg rozdzialu faz. Przez zwigkszanie ci$nienia azotu doplywajacego przez nasadke przenie$¢
gbrng warstwe eteru naftowego do rozdzielacza o pojemnosci 1000 ml (ppkt 4.2.3). Doda¢ 100 ml eteru
naftowego (ppkt 3.2) do szklanego cylindra, zamkna¢ i dobrze wymieszaé. Pozostawi¢ do rozdzielenia sig
warstw 1 przenie$¢ gorng warstwe do rozdzielacza jak poprzednio. Powtérzy¢ procedure ekstrakcyjna stosujac
kolejna porcja 100 ml eteru na?towego (ppkt 3.2), a nastgpnie dwukrotnie porcj¢ 50 ml eteru naftowego
(ppkt 3.2) i tfolaé warstwy eteru naftowego do rozdzielacza.

Przemy¢ polaczone ekstrakty eteru naftowego, jak opisano w ppkt 5.3.1 i postgpowad, jak tam podano.

5.4. Przygotowanie roztworu prébki do HPLC

Pobraé pipeta podwielokrotna porcj¢ roztworu eteru naftowego (z ppkt 5.3.1 lub 5.3.2) do kolby gruszkowej o
pojemnosci 250 ml (ppkt 4.2.4). Odparowac rozpuszczalnik prawie do sucha na odparowywaczu prézniowym
(ppkt 4.1) przy obnizonym cis$nieniu na fazni wodnej w temperaturze nieprzekraczajacej 40 °C. Przywrdcié
cisnienie atmosferyczne przez wpuszczenie azotu (ppkt 3.10) i zdja¢ kolbe z odparowywacza. Usunaé pozostaly
rozpuszczalnik strumieniem azotu (ppkt 3.10) i szybko rozpusci¢ pozostalos¢ w znanej objetosci metanolu
(10-100 ml) (ppkt 3.3) (stezenie DL-a-tokoferolu powinno wynosi¢ 5-30 IU/ml).

5.5. Oznaczanie za pomocg HPLC

Witamina E jest rozdzielana na kolumnie z faza odwrécong Cg (ppkt 4.5.1), a steZenie jest mierzone przy
uzyciu detektora fluorescencyjnego (wzbudzanie: 295 nm; emisja 330 nm) lub detektora UV (292 nm)
(ppkt 4.5.2).

Wstrzykna¢ podwielokrotng porcje (np. 20 pl) roztworu metanolowego otrzymanego wedlug ppkt 5.4 i
eluowaé fazg ruchomag (ppkt 3.9). Obliczy¢ srednig wysoko$¢ piku ({)owierzchnic;) ﬁilku wstrzyknigé¢ tego
samego roztworu probki i $rednie wysokosci pikow (powierzchnie) z kilku wstrzyknieé roztworéw kalibracyj-
nych (ppkt 5.6.2).

Warunki HPLC

Ponizsze warunki podano jako przykladowe; inne warunki moga by¢ zastosowane pod warunkiem, ze ich
zastosowanie doprowadzi do otrzymania réwnowaznych wynikow.

Kolumna chromatograficzna (ppkt 4.5.1): 250 mm x 4 mm, faza odwrécona C, wypelnienie 5
lub 10 pm lub réwnowazne

Faza ruchoma (ppkt 3.8): Mieszanina metanolu (ppkt 3.3) i wody, np. 980 + 20
(v+v)

Przeplyw: 1-2 ml/min

Detektor (ppkt 4.5.2): Detektor fluorescencyjny (wzbudzenie: 295 nm/emisja

330 nm) lub detektor UV (292 nm)

5.6. Kalibracja (octan DL-a-tokoferolu lub DL-a-tokoferol)
5.6.1.  Wzorzec octanu DL-a-tokoferolu
5.6.1.1. Przygotowanie roboczego roztworu wzorcowego

Pobra¢ pipetg 20 ml podstawowego roztworu wzorcowego octanu DL-a-tokoferolu (ppkt 3.10.1) do kolby
plaskodennej lub stozkowej o pojemnosci 500 ml (ppkt 4.2.1) i hydrolizowal, jak opisano w ppkt 5.2.
Nastepnie ekstrahowal eterem naftowym (ppkt 3.2), jak opisano w ppkt 5.3, i dopemi¢ do 500 mf) eterem
naftowym (ppkt 3.2). Odparowaé 25 ml tego ekstraktu na odparowywaczu prézniowym (patrz ppkt 5.4)
prawie do sucha, usung¢ pozostaly rozpuszczalnik strumieniem azotu (ppkt 3.10) i ponownie rozpusci¢ pozos-
talos¢ w 25,0 ml metanolu (ppkt 3.3). Nominalne steZenie tego roztworu wynosi 45,5 pug DL-a-tokoferolu na
ml, co odpowiada 50 pg octanu DL-a-tokoferolu na ml. Roboczy roztwdr wzorcowy nalezy sporzadzi¢ bezpo-
$rednio przed uzyciem.
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5.6.1.2. Przygotowanie roztworéw kalibracyjnych i krzywej kalibracyjnej

Przenie$¢ 1,0, 2,0, 4,0 i 10,0 ml rozcieficzonego roboczego roztworu wzorcowego do serii kolb pomiarowych
o pojemnoéci 20 ml, dopemi¢ do kreski metanolem (ppkt 3.3) i zamiesza¢. Nominalne stezenia tych
roztworéw wynoszg odpowiednio 2,5, 5,0, 10,0 i 25,0 pg octanu DL-a-tokoferolu na ml, co odpowiada steze-
niom 2,28, 4,55, 9,10 1 22,8 pg DL-a-tokoferolu na ml.

Wstrzykna¢ kilka razy 20 pl kazdego roztworu kalibracyjnego i okresli¢ $rednie wysokosci pikéw (powierzch-
nie). Wykorzystujac $rednie wysokosci pikéw (powierzchnie), wykresli¢ krzywa kalibracyjna.

5.6.1.3 Standaryzacja UV roztworu wzorcowego octanu DL-a-tokoferolu (ppkt 3.10.1)

Rozcieficzy¢ 5,0 ml roztworu wzorcowego octanu DL-a-tokoferolu (fppkt 3.10.1) do 25,0 ml etanolem i zdjaé
spektrum UV tego roztworu wobec etanolu (ppkt 3.1) w spektrototometrze (ppkt 4.6) migdzy 250 nm a
320 nm.

Maksimum absorpcji powinno wystapi¢ przy 284 nm:
1%

E = 43,6 przy 284 nm w ctanolu
I cm

Przy tym rozcieniczeniu warto$¢ ekstynkeji powinna wynosi¢ 0,84-0,88.

5.6.2.  Wzorzec DL-a-tokoferolu
5.6.2.1. Przygotowanie roboczego roztworu wzorcowego

Pobra¢ pipeta 2,0 ml podstawowego roztworu wzorcowego DL-a-tokoferolu (ppkt 3.11.1) do kolby pomia-
rowej o pojemnosci 50 ml, rozpusci¢ w metanolu (ppkt 3.3) i dopehi¢ do If(reski metanolem. Nominalne
stezenie tego roztworu wynosi 40,0 g DL—a—tokoferolIil na ml, co odpowiada 44,0 pg octanu DL-a-tokoferolu
na ml. Roztwér mianowany nalezy sporzadzi¢ bezposrednio przed uzyciem.

5.6.2.2. Przygotowanie roztworéw kalibracyjnych i krzywej kalibracyjnej

Przenie$¢ 1,0, 2,0, 4,0 i 10,0 ml roboczego roztworu wzorcowego do serii kolb pomiarowych o pojemnosci
20 ml, dopemi¢ do kreski metanolem (ppkt 3.3) i zamiesza¢. Nominalne stezenia tych roztworéw wynosza
odpowiednio 2,0, 4,0, 8,0 i 20,0 pg DL-a-tokoferolu na ml, co odpowiada stezeniom 2,20, 4,40, 8,79 i
22,0 pg octanu DL-a-tokoferolu na ml.

Wstrzykna¢ kilka razy 20 pl kazdego roztworu kalibracyjnego i okresli¢ $rednie wysokosci pikéw (powierzch-
nie). Wykorzystujac $rednie wysokosci pikéw (powierzchnie), wykresli¢ krzywa kalibracyjna.

5.6.2.3. Standaryzacja UV roztworu wzorcowego DL-a-tokoferolu (ppkt 3.11.1)

Rozcienczy¢ 2,0 ml podstawowego roztworu wzorcowego DL-a-tokoferolu (ppkt 3.11.1) do 25,0 ml etanolem
i spektrum UV tego roztworu wobec etanolu (ppkt 3.1) w spektrofotometrze (ppkt 4.6) migdzy 250 nm a
320 nm. Maksimum absorpcji powinno wystapic przy 292 nm.

1%
E =75,8 przy 292 nm w etanolu
1 cm

Przy tym rozcieniczeniu warto$¢ ekstynkeji powinna wynosi¢ 0,6.

6. Obliczanie wynikéw

Na podstawie $redniej wysokosci pikdéw (powierzchni) witaminy roztworu prébki okresli¢ stezenie roztworu
prébki w [U/ml (w odniesieniu do octanu DL-a-tokoferolu) z krzywej wzorcowej (ppkt 5.6.1.2 lub 5.6.2.2).

Zawarto$¢ witaminy E w probce w mg/kg wyraza si¢ nastgpujacym wzorem:

500- -V
w =—[mg/kg]
V,-m
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w ktorym:
B = stezenie witaminy E w roztworze prébki (ppkt 5.4) w pg/ml

V, = objetos¢ roztworu prébki (ppkt 5.4) w ml
V, = objetos¢ podwielokrotnej czesci roztworu pobranej (ppkt 5.4) w ml
m = masa prébki analitycznej w g

7. Objasnienia

7.1. Dla probek o niskiej zawartosci witaminy E moze by¢ uzyteczne polaczenie ekstraktéw eteru naftowego z dwu
nawazek (zwazona ilo$¢: 25 g) w jeden roztwoér do oznaczania HPLC.

7.2. Masa probki pobrana do analizy nie powinna zawieraé wigcej niz 2 g tluszczu.

7.3. Jesli rozdzielanie faz nie nastgpuje, doda¢ okolo 10 ml etanolu (ppkt 3.1), aby usunaé emulsje.

7.4. Po pomiarze spektrofotometrycznym roztworu octanu DL-a-tokoferolu lub DL-a-tokoferolu, otrzymanego

odpowiednio wedtug ppkt 5.6.1.3 [ub 5.6.2.3, doda¢ okolo 10 mg BHT (ppkt 3.12) do roztworu (ppkt 3.10.1
lub 3.10.2) i przechowywacé roztwor w lodéwce (maksimum cztery tygodnie).

7.5. Zamiast BHT mozna zastosowa¢ hydrochinon.

7.6. Rozdzielenie a-, B-, x- i §-tokoferolu mozliwe jest przy uzyciu zwyklej kolumny (normalne wypelnienie).
7.7. Zamiast roztworu askorbinianu sodu mozna uzy¢ okolo 150 mg kwasu askorbinowego.

7.8. Zamiast roztworu askorbinianu sodu mozna zastosowac okoto 150 mg kwasu askorbinowego.

8. Powtarzalno$¢

Réznica miedzy wynikami dwéch réwnoleglych oznaczen tej samej probki nie moze przekraczaé 15 % w
odniesieniu do wyzszego wyniku.

9. Wyniki poréwnan miedzylaboratoryjnych (')
Przedmieszki P?isz% Z ki Kon cenltrat Pasza biatkowa | Pasza dla prosiat
przedmieszki mineralny
L 12 12 12 12 12
n 48 48 48 48 48
$rednia [mg/kg] 17 380 1187 926 315 61,3
s, [mg/kg] 384 45,3 25,2 13,0 2,3
R [mg/kg] 1075 126,8 70,6 36,4 6,4
CV, [%] 2,2 3,8 2,7 4,1 3,8
sy [mg/kg] 830 65,0 55,5 18,9 7,8
R [mg/kg] 2324 182,0 155,4 52,9 21,8
CVy [%] 4,8 5,5 6,0 6,0 12,7
L:  liczba laboratoriéw
liczba pojedynczych warto$ci
s:  odchylenie standardowe powtarzalnosci
sg. odchylenie standardowe odtwarzalnosci
I powtarzalno$¢ wynikéw

R:  odtwarzalno$¢ wynikéw
wspotczynnik zmiennosci powtarzalnosci
CVy: wspélezynnik zmiennosci odtwarzalnosci

(") Przeprowadzonej przez grupe robocza ds. pasz Verband Deutscher Landwirtschaftlicher Untersuchungs- und Forschungsanstalten

(VDLUFA).
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Cylinder szklany
(pkt 4.8.1)

(wysoko$¢ okolo 48 cm)

Warstwa cteru
naftowego

Warstwa
wodna
+
zmydlona
pasza

Rysunek 1: Aparat do ekstrakeji (ppkt 4.8)

nll

Nasadka szklana
(pkt 4.8.2)

(dtugosé okolo 45 cm)

~agE— Ruchoma rurka
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3.1.

3.2

3.3.

3.4.

3.5.

3.6.

3.7.

3.8.

3.9.

CZESC C

OZNACZANIE TRYPTOFANU

Cel i zakres

Metoda ta stuzy do oznaczenia ogélnego i wolnego tryptofanu w paszach. Metoda nie rozréznia form D i L.

Zasada

Dla oznaczenia calkowitego tryptofanu prébka jest hydrolizowana w $rodowisku zasadowym nasyconego
roztworu wodorotlenku barowego i ogrzewana do temperatury 110 °C przez 20 godzin. Po hydrolizie dodany jest
wzorzec wewnetrzny.

Dla oznaczenia wolnego tryptofanu prébka jest ekstrahowana w $rodowisku lekko kwasnym w obecnosci wzorca
wewnetrznego.

Tryptofan i wzorzec wewngtrzny w hydrolizacie lub w ekstrakcie jest oznaczany metoda HPLC z detekcjg fluores-
cencyjna.

Odczynniki

Nalezy stosowal wod¢ podwdjnie destylowang lub wodg o poréwnywalnej jakosci (przewodnictwo < 10 pS/cm)
Substancja wzorcowa: tryptofan (czysto$¢/zawarto$¢ 99 %), suszony w prézni nad pieciotlenkiem fosforu

Standard wewnetrzny: a-metylo-tryptofan (czysto$¢/zawarto$¢ 99 %), suszony w prézni nad pieciotlenkiem
fosforu

Wodorotlenek baru, oktahydrat (nalezy uwazaé, aby nie wystawia¢ Ba(OH), -8H,0 na nadmierne dzialanie powie-
trza dla uniknigcia tworzenia si¢ weglanu baru BaCO,, ktéry moglby utrudnia¢ oznaczenie) (patrz objasnienia
ppkt 9.3)

Wodorotlenek sodu

Kwas ortofosforowy, w = 85 %

Kwas chlorowodorowy, p20 = 1,19 g/ml
Metanol, czysto$¢ HPLC

Eter naftowy, temperatura wrzenia 40-60 °C

. Roztwor wodorotlenku sodu, ¢ = 1 mol/l:

Rozpusci¢ 40,0 g NaOH (ppkt 3.5) w wodzie i uzupelni¢ woda do 1 1.

. Kwas chlorowodorowy, ¢ = 6 mol/l:

Odmierzy¢ 492 ml HCI (ppkt 3.7) i uzupelni¢ wodg do 1 1.

. Kwas chlorowodorowy, ¢ = 1 mol/l:

Odmierzy¢ 82 ml HCl (ppkt 3.7) i uzupelni¢ woda do 1 1

. Kwas chlorowodorowy, ¢ = 0,1 mol/l:

Odmierzy¢ 8,2 ml HCI (ppkt 3.7) i uzupekni¢ woda do 1 1.

. Kwas ortofosforowy, ¢ = 0,5 mol/l:

Odmierzy¢ 34 ml kwasu ortofosforowego (ppkt 3.6) i uzupehi¢ woda (ppkt 3.1) do 1 1.
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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.

Stezony roztwér tryptofanu (ppkt 3.2), ¢ = 2,50 pmol/ml:

W kolbie pomiarowej o pojemnosci 500 ml rozpusci¢ 0,2553 g tryptofanu (ppkt 3.2) w kwasie chlorowodo-
rowym (ppkt 3.13) i dopetni¢ do kreski kwasem chlorowodorowym. Przechowywaé w temperaturze — 18 °C nie
dluzej niz cztery tygodnie.

. Stezony roztwér wzorca wewnetrznego, ¢ = 2,50 pmol/ml:

W kolbie pomiarowej o pojemnosci 500 ml rozpusci¢ 0,2728 g a-metylo-tryptofanu (ppkt 3.3) w kwasie chloro-
wodorowym (ppkt 3.13) i dopelni¢ do kreski kwasem chlorowodorowym. Przechowywaé w temperaturze — 18 °C
nie dluzej niz cztery tygodnie.

. Kalibracyjny roztwér wzorcowy tryptofanu i wzorca wewngtrznego:

Odmierzy¢ 2,00 ml stezonego roztworu tryptofanu (ppkt 3.15) i 2,00 ml stezonego roztworu wzorca wewnetrz-
nego (a-metylo-tryptofanu) (ppkt 3.16). Rozcieniczy¢ woda (ppkt 3.1) i metanolem (ppkt 3.8) w przyblizeniu do
tej samej objetosci 1 tego samego stezenia metanolu (10-30 %) w koncowym hydrolizacie.

Roztwor nalezy przygotowaé bezposrednio przed uzyciem.

Chroni¢ przed bezposrednim dzialaniem $wiatla podczas przygotowywania.

. Kwas octowy

. 1,1,1-trichloro-2-metylo-2-propanol

Etanolamina > 98 %

Roztwoér 1 g 1,1,1-trichloro-2-metylo-2-propanolu (ppkt 3.19) w 100 ml metanolu (ppkt 3.8)

Faza ruchoma do HPLC: 3,00 g kwasu octowego (ppkt 3.18) + 900 ml wody (ppkt 3.1) + 50,0 ml roztworu
(ppkt 3.21) 1,1,1-trichloro-2-metylo-2-propanolu (ppkt 3.19) w metanolu (ppkt 3.8) (I g/100 ml). Doprowadzi¢
pH do 5,00, stosujac etanolaming (ppkt 3.20). Uzupeti¢ woda (ppkt 3.1) do 1000 ml.

Aparatura

Wyposazenie HPLC z detektorem spektrofluorometrycznym

Kolumna do chromatografii cieczowej, 125 mm x 4 mm, C,,, wypelnianie 3 pm lub réwnowazne

pH-metr

Kolba propylenowa o pojemnosci 125 ml, z szerokg szyjka i nakretka.

Saczek membranowy 0,45 pm

Autoklaw: 110 (¢ 2) °C, 1,4 (+ 0,1) bar

Wytrzgsacz mechaniczny lub mieszadlo magnetyczne

Mieszadto Vortex.
Procedura

Przygotowanie probek

Rozdrobni¢ prébke tak, aby przesiewala si¢ przez sito o otworach 0,5 mm. Prébki o duzej wilgotnosci nalezy
przed rozdrobnieniem wysuszy¢ powietrzem w temperaturze nieprzekraczajacej 50 °C lub przez wymrazanie.
Probki o duzej zawartosci thuszczu nalezy ekstrahowac eterem naftowym (ppkt 3.9) przed rozdrobnieniem.

Oznaczanie wolnego tryptofanu (ekstrakt)

Odwazy¢, z dokladnoscia do 1 mg, odpowiednig ilo§¢ (1-5 g) przygotowanej prébki (ppkt 5.1) do kolby
stozkowej. Doda¢ 100,0 ml kwasu chlorowodorowego, ¢ = 0,1 mOF/l (ppkt 3.13) i 5,00 ml stezonego roztworu
wzorca wewnetrznego (ppkt 3.16). Wstrzgsaé lub miesza przez 60 minut przy uzyciu wstrzgsarki mechanicznej
lub mieszadla magnetycznego (ppkt 4.7). Pozostawi¢ do oddzielenia si¢ osadu i przenie$¢ pipeta 10,0 ml
roztworu znad osadu do zlewki. Doda¢ 5 ml kwasu ortofosforowego, ¢ = 0,5 mol/l (ppkt 3.14). Doprowadzi¢
do pH 3,0 za pomocg wodorotlenku sodu, ¢ = 1,0 mol/l (ppkt 3.10). Doda¢ odpowiegniq ilo§¢ metanolu (ppkt
3.8) do uzyskania stezenia 10 i 30 % metanolu w koficowym roztworze. Przenie$¢ do kolby pomiarowej o odpo-
wiedniej objetosci wiasciwej dla chromatografii (w przyblizeniu taka sama objetos¢ jak kalibracyjnego roztworu
wzorcowego (ppkt 3.17)).
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5.3.

5.4.

Przesaczy¢ kilka ml roztworu przez saczek membranowy 0,45 pm (ppkt 4.5) przed wstrzyknigciem do kolumny
chromatograficznej. Przeprowadzi¢ chromatografi¢ zgodnie z ppkt 5.4.

Chroni¢ roztwér wzorcowy i ekstrakty przed bezposrednim dzialaniem $wiatla stonecznego. Jesli niemozliwe jest
dokonanie analizy ekstraktow tego samego dnia, ekstrakty mozna przechowa¢ w temperaturze 5 °C nie dluzej niz
przez trzy dni.

Oznaczenie catkowitego tryptofanu (hydrolizat)

Odwazy¢, z doktadnoscia do 0,2 mg, od 0,1 do 1 g przygotowanej prébki (ppkt 5.1) do kolby propylenowej
(ppkt 4.4). Prébka analityczna powinna zawieral okoto 10 mg azotu. Doda¢ 8,4 g oktahydratu wodorotlenku
baru (ppkt 3.4) i 10 ml wody. Wymiesza¢ przy uzyciu mieszadfa Vortex (ppkt 4.8) lub mieszadla magnetycznego
(ppkt 4.7). Pozostawi¢ oslonicty teflonem magnes w mieszaninie. Sptukaé $ciany naczynia przy uzyciu 4 ml
wody. Nalozy¢ nakretke i zamknaé luzno naczynie. Przenie$¢ kolbe do autoklawu (ppkt 4.6) i utrzymywaé w
stanie wrzgcej wody i pary przez 30—-60 minut. Zamkna¢ autoklaw i autoklawowal przy temperaturze 110 * 2
°C przez 20 godzin.

Przed otwarciem autoklawu obnizy¢ temperatur¢ nieco ponizej 100 °C. W celu uniknigcia krystalizacji Ba(OH), !!!
error character !l! B- 8H,0, doda¢ do goracej mieszaniny 30 ml wody o temperaturze pokojowej. Lagodnie
wstrzgsa¢ lub miesza¢. Doda¢ 2,00 ml stezonego roztworu wzorca wewngtrznego (a-metylo-tryptofanu) (ppkt
3.16). Studzi¢ naczynia na fazni wodnej lub lodowej przez 15 minut.

Nastepnie doda¢ 5 ml kwasu ortofosforowego, ¢ = 0,5 mol/l (ppkt 3.14). Utrzymujac naczynie w zimnej tazni,
zobojetni¢ za pomocg HCl, ¢ = 6 mol/l (ppkt 3.11), mieszajac i doprowadzi¢ do pH 3,0 za pomocg HCl, ¢ = 1
mol/f (pkt 3.12). Doda¢ odpowiednig ilos¢ metanolu (ppkt 3.8) dla uzyskania stezenia metanolu miedzy 10 a
30 % w koncowym roztworze. Przenies¢ do kolby pomiarowej odpowiedniej pojemnosci i rozcieficzy¢ woda do
okre$lonej objetosci wlasciwej do chromatografii (np. 100 ml). Dodatek metanolu nie powinien powodowaé
wytracania.

Przesaczy¢ kilka ml roztworu przez saczek membranowy 0,45 pm (ppkt 4.5) przed wstrzyknieciem do kolumny
chromatograficznej. Przeprowadzi¢ chromatografi¢ zgodnie z ppkt 5.4.

Chroni¢ roztwér wzorcowy i ekstrakty przed bezposrednim dzialaniem $wiatla stonecznego. Jesli niemozliwe jest
dokonanie analizy ekstraktow tego samego dnia, ekstrakty mozna przechowaé w temperaturze 5 °C nie dluzej niz
przez trzy dni.

Analiza HPLC

Ponizsze parametry izokratycznej elucji podano jako przykladowe; inne parametry moga by¢ stosowane pod
warunkiem, ze ich zastosowanie doprowadzi do otrzymania rownowaznych wynikoéw (patrz objasnienia ppkt 9.1
i9.2).

Kolumna do chromatografii cieczowej (ppkt 4.2): 125 mm x 4 mm, C,, wypekianie 3 pm lub réwno-
wazna

Temperatura kolumny: Temperatura pokojowa

Faza ruchoma (ppkt 3.22): 3,00 g kwasu octowego (ppkt 3.18) + 900 ml wody (ppkt

3.1) + 50,0 ml roztworu (ppkt 3.21) 1,1,1-trichloro-2-
metylo-2-propanolu (ppkt 3.19) w metanolu (ppkt 3.8)
(1 ¢/100 ml).

Doprowadzi¢ do pH 5,00 przy uzyciu etanolaminy (ppkt
3.20). Dopelni¢ do 1000 meodq (ppkt 3.1)

Przeplyw: 1 ml/min

Calkowity czas analizy: okolo 34 min

Dhugos¢ fali przy detekji: wzbudzenie: 280 nm, emisja 356 nm
Objetos¢ wstrzykiwana: 20 l

Obliczanie wynikéw

A-B-C-D-E-MW

=g tryptofanu na 100 g probki
F-G-H-10000-W
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A = pole piku wzorca wewnetrznego, roztwér wzorcowy kalibracyjny (ppkt 3.17)

B = pole piku tryptofanu, ekstrakt (ppkt 5.2) lub hydrolizat (ppkt 5.3)

c = (()bj(l;(ttoic'l\;v) ml (2 ml) stezonego roztworu tryptofanu (ppkt 3.15) dodanego do roztworu kalibracyjnego
PpXL 5.

D = stezenie w pmol/ml (= 2,50) stezonego roztworu tryptofanu (pkt 3.15) dodanego do roztworu kalibracyj-
nego (pkt 3.17)

E = objetos¢ w ml (2 ml) stezonego roztworu wzorca wewnetrznego tryptofanu (ppkt 3.16) dodanego przy
ekstrakgji (ppkt 5.2) (= 5,00 ml) lub do hydrolizatu (ppkt 5.3) (= 2,00 ml)

F = pole piku wzorca wewngtrznego, ekstrakt (ppkt 5.2) lub hydrolizat (ppkt 5.3)

G = pole piku tryptofanu, roztwér wzorcowy kalibracyjny (ppkt 3.17)

H = objetos¢ w ml (= 2 ml) stgzonego roztworu wzorca wewnetrznego (ppkt 3.16) dodanego do roztworu
wzorcowego kalibracyjnego (ppkt 3.17)

W = nawazka prébki w g (odniesiona do masy wyjsciowej, jesli podsuszano iflub odtluszczano)

MW = cigzar czasteczkowy tryptofanu (= 204,23)

Powtarzalno$¢

Réznica migdzy wynikami dwoch réwnoleglych oznaczefi wykonanych w tej samej prébee nie moze przekraczaé
10 % w odniesieniu do wyzszego wyniku.

Wyniki poréwnan migdzylaboratoryjnych

We Wspdlnocie przeprowadzono badania poréwnawcze, w ktorych trzy prébki byly analizowane przez maksy-
malng liczbe 12 laboratoriow w celu nadania atestu metodzie hydrolizy. Na kazdej prébce powtdrzono analizy
(pigciokrotnie). Ich wyniki podano w ponizszej tabeli:

Probka 1 P Pr(;)}fki 2 d Prébka 3
Pasza dla trzody Ch]e:&fl’zlg' 3 ri(})ni%na Koncentrat paszowy
chlewnej Lt ) uzip dla trzody chlewnej
-tryptofanem
L 12 12 12
n 50 55 50
$rednia [g[kg] 2,42 3,40 4,22
s, [g/kg] 0,05 0,05 0,08
r [g/ke] 0,14 0,14 0,22
CV, [%] 1,9 1,6 1,9
sy [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:  liczba laboratoriow
: liczba pojedynczych zachowanych wynikéw eliminujacych wartosci oddalone (wedlug Cochrana, préba wartosci oddalo-
nych wg Dixona)
s:  odchylenie standardowe powtarzalnosci
sg: odchylenie standardowe odtwarzalnosci
I powtarzalnos¢ wynikow
R:  odtwarzalno§¢ wynikéw
CV,;: wspolczynnik zmiennosci powtarzalnosci, %
CVy: wspolezynnik zmiennosci odtwarzalnosci, %

W kolejnym badaniu poréwnawczym we Wspdlnocie (trzecie poréwnanie wynikéw réznych laboratoriéw) dwie
probki byly analizowane przez maksymalng liczbe 13 laboratoriow w celu nadania atestu metodzie ekstrakeji
wolnego tryptofanu. Na kazdej probce powtdrzono analizy (pigciokrotnie). Ich wyniki podano w ponizszej tabeli:
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Probka 5
Probka 4 Mieszanka pszenicy i soi (=
Mieszanka pszenicy i soi prébka 4) z godatkiem trypto-
fanu (0,457 g/kg)
L 12 12
n 55 60
$rednia [g[kg] 0,391 0,931
s, [g/kg] 0,005 0,012
r [g/ke] 0,014 0,034
CV, [%] 1,34 1,34
sx [g/kg] 0,018 0,048
R [g/kg] 0,050 0,134
CVy [%] 4,71 511
L:  liczba laboratoriow
n:  liczba pojedynczych zachowanych wynikéw eliminujacych wartosci oddalone (wedtug Cochrana, proba wartosci oddalonych wg
Dixona)
s:  odchylenie standardowe powtarzalnosci
sg: odchylenie standardowe odtwarzalnosci
I powtarzalnos¢ wynikow

R:  odtwarzalno$¢ wynikow
CV.: wsp6lezynnik zmiennosci powtarzalnosci, %

T

CVy: wsp6lezynnik zmiennosci odtwarzalnosci, %

W kolejnym badaniu por(’)wnawc?fm we Wspdlnocie 4 prébki byly analizowane przez maksymalng liczbe 7 laborato-
ridow w celu nadania atestu metodzie hydrolizy tryptofanu. Na kazdej probce powtérzono analizy (pigciokrotnie). Ich

wyniki podano w ponizszej tabeli.

Prébka 1 Prébka 2 Prébka 3 Prébka 4
Mieszana pasza dla Niskotluszczowa M rﬁ a Odtluszczone
: aczka sojowa
trzody chlewnej maczka rybna (CRM 119) mleko w proszku
(CRM 117) (CRM 118) (CRM 120)
L 7 7 7 7
n 25 30 30 30
Srednia [g/kg] 2,064 8,801 6,882 5,236
s, [g/kg] 0,021 0,101 0,089 0,040
r [g/ke] 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
CVy [%] 1,48 4,69 4,11 4,22
L:  liczba laboratoriéw
n:  liczba pojedynczych zachowanych wynikéw eliminujacych wartosci oddalone (wedtug Cochrana, préba wartosci oddalonych wg
Dixona)
s:  odchylenie standardowe powtarzalnosci
sg: odchylenie standardowe odtwarzalnosci
. powtarzalno$¢ wynikéw
R:  odtwarzalno$¢ wynikéw

CV.: wsp6lezynnik zmiennosci powtarzalnosci, %
CVy: wsp6ltezynnik zmiennosci odtwarzalnosci, %
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9.3.

Objasnienia
Nastepujace szczegdlne warunki chromatograficzne moga daé lepszy rozdziat tryptofanu i a-metylo-tryptofanu.

Izokratyczna elucja po gradientowym czyszczeniu kolumny:

Kolumna do chromatografii cieczowej: 125 mm x 4 mm, faza odwrécona C,, wypelnianie
5 pm lub réwnowazna

Temperatura w kolumnie: 32 Code en erreur: 8¢JC

Faza ruchoma: A: 0,01 mol/l KH,PO,/metanol, 95 + 5 (v + v)
B: metanol

Program gradientowy: 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

Przeplyw: 1,2 ml/min

Calkowity czas analizy: okoto 33 minut

Analiza chromatograficzna moze si¢ r6zni¢ w zaleznoéci od typu aparatu HPLC i wypelnienia kolumny. Wybrany
system musi umozliwi¢ uzyskanie linii podstawy migdzy pikami tryptofanu i wzorca wewngtrznego. Ponadto jest
wazne, aby produkty degradacji zostaly dobrze oddzielone od tryptofanu i wzorca wewngtrznego. Hydrolizaty
bez wzorca wewngtrznego powinny by¢ poddane analizie chromatograficznej w celu okreslenia linii podstawy i
miejsca elucji zanieczyszczen. Wazne jest, aby czas analizy byl wystarczajaco dlugi dla elucji wszystkich
produktéw degradacji, poniewaz ostatnie piki na chromatogramie moga zakl6ca¢ kolejng analize.

W zakresie badanych steze uklad chromatograficzny powinien zapewnia¢ liniowa odpowiedZ. Liniowa odpo-
wiedZ powinno si¢ mierzy¢ przy stalym (normalnym) stezeniu wzorca wewnetrznego i zmieniajacych si¢ steze-
niach tryptofanu. Wazne jest, aby wielkos¢ pikéw tryptofanu i wzorca wewngtrznego zawierala si¢ w liniowym
zakresie ukladu HPLC z detekeja fluorescencyjna. Jezeli piki tryptofanu iflub wzorca wewnetrznego sa zbyt male
lub zbyt duze, analiza powinna by¢ powtérzona przy zmianie wielkosci odwazki iflub objetosci roztworu kofco-
wego.

Wodorotlenek barowy

Z czasem wodorotlenck barowy jest coraz trudniejszy do rozpuszczenia. W wyniku uzyskujemy nieklarowne
roztwory do analizy HPLC, ktére moga by¢ przyczyng zanizania wynikéw oznaczania tryptofanu.



