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PRILOHA IV

METODY ZKOUSENI PRO KONTROLU OBSAHU POVOLENYCH DOPLNKOVYCH LATEK V KRMIVECH

3.1

3.2

33

3.4

3.5

3.6

3.6.1.

3.7

3.8

3.9

3.12.1

A.  STANOVEN[ OBSAHU VITAMINU A
Ugel a rozsah

Tato metoda umoziuje stanoveni obsahu vitaminu A (retinolu) v krmivech a premixech. Vitamin A zahrnuje
all-trans-retinyl alkohol a jeho cis izomery, které se stanovuji touto metodou. Obsah vitaminu A se vyjadiuje
v mezindrodnich jednotkdch (m. j.) na kilogram. Jedna mezindrodn{ jednotka odpovidé aktivité 0,300 pg all-trans
vitaminu A (alkohol) nebo 0,344 pg all-trans vitaminu A (acetdt) nebo 0,550 pg all-trans vitaminu A (palmitdt).

Mez kvantifikace je 2 000 m. j. vitaminu A/kg.

Princip

Vzorek se hydrolyzuje ethanolickym roztokem hydroxidu draselného a vitamin A se extrahuje petroletherem.
Rozpoustédlo se odpafi a zbytek se rozpusti v methanolu a, pokud je to nutné, nafedi se na vhodnou
koncentraci. Obsah vitaminu A se stanovi metodou vysokot¢inné kapalinové chromatografie na reverzni fazi
(RP-HPLC) s UV nebo fluorescenéni detekei. Chromatografické parametry jsou vybrany tak, aby nedochdzelo
k separaci all-trans vitaminu A (alkohol) a jeho cis izomert.

Chemikilie

Ethanol, 6 = 96 %.

Petrolether, bod varu 40-60 °C.

Methanol.

Roztok hydroxidu draselného, ¢ = 50 g/100 ml.

Roztok askorbdtu sodného, ¢ = 10 g/100 ml (viz pozndmky 7.7).

Sulfid sodny, Na,S - x H,O (x = 7-9).

Roztok sulfidu sodného, ¢ = 0,5 mol/l v glycerolu, p = 120 g/l (pro x = 9) (viz pozndmky 7.8).
Roztok fenolftaleinu, ¢ = 2 g/100 ml v ethanolu (3.1).

2-propanol.

Mobilni faze pro HPLC: smés methanolu (3,3) a vody, napf. 980 + 20 (v + v). Pfesny pomér bude upraven podle
charakteristiky pouzité kolony.

Dusik, prosty kysliku.
All-trans-vitamin A (acetdt), extra Cisty, s ovéfenou aktivitou, napf. 2,80 x 10° m. j./g.

Zdsobni roztok all-trans-vitaminu A (acetdt): do 100 ml odmérné barky se s piesnosti na 0,1 mg navazi 50 mg
vitaminu A (acetdt) (3.11). Rozpusti se v 2-propanolu (3.8) a doplni se jim po znacku. Nomindlni koncentrace
vitaminu A v roztoku je 1 400 m. j./ml. Pfesny obsah se stanovi podle bodu 5.6.3.1.

All-trans-vitamin A (palmitdt), extra Cisty, s ovéfenou aktivitou, napf. 1,80 x 10° m. j./g.

Zdsobni roztok all-trans-vitaminu A (palmitat): do 100 ml odmérné baiiky se s pfesnosti na 0,1 mg navazi 80 mg
vitaminu A (palmitét) (3.12). Rozpusti se v 2-propanolu (3.8) a doplni se jim po znacku. Nomindlni koncentrace
vitaminu A v roztoku je 1 400 m. j./ml. Pfesny obsah se stanovi podle bodu 5.6.3.2.
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2,6-di-terc-butyl-4-methylfenol (BHT) (viz pozndmky 7.5).

Pfistroje a pomidicky

Vakuova rotacni odparka.

Tmavé sklo.

Bariky s plochym dnem nebo kénické banky, 500 ml, se zdbrusovym hrdlem.

Odmérné banky s dzkym hrdlem a zdbrusovou zitkou, objem 10, 25, 100 a 500 ml.

Délici ndlevky, kénické, 1 000 ml, se zdbrusovou zdtkou.

Hruskovité banky, 250 ml, se zabrusovym hrdlem.

Allihntv chladi¢, délka plasté 300 mm, se zdbrusem a s adaptérem na zavadéni plynu.

Sklddany filtra¢ni papir pro oddélovéni fazi, primér 185 mm (napf. Schleicher & Schuell 597 HY 1/2).
Zafizeni pro HPLC s ddvkovacim systémem.

Kolona pro kapalinovou chromatografii, 250 mm x 4 mm, Cjs ndpli 5 nebo 10 pm nebo obdobnd
(vykonnostni parametry: pouze jediny pik pro viechny izomery retinolu za podminek HPLC).

UV nebo fluorescencni detektor s nastavitelnou vinovou délkou.
Spektrofotometr s 10 mm kfemennymi kyvetami.

Vodni lazen s magnetickym michdnim.

Extrakéni zafizeni (viz obrdzek 1) sestdvajici ze:

Sklenéného vilce o objemu 1 1 vybaveného zdbrusovym hrdlem a zdtkou.

Vkladatelného zafizeni se zdbrusem, s postrannim raménkem a nastavitelnou trubickou, kterd prochdzi stfedem.
Nastavitelnd trubicka méd konec vytvarovany do tvaru U a zizenou vypust na opacné strané tak, aby bylo mozné
pievést horni vrstvu z vélce do délici nélevky.

Postup

Pozndmka: Vitamin A je citlivy na (UV) svétlo a oxidaci. VSechny operace se provéadi bez pfistupu svétla (pouzivd
se tmavé sklo nebo se chrni pied svétlem hlintkovou félif) a kysliku (pod dusikem). Vzduch nad
kapalinou se béhem extrakce vytésni dusikem (aby nedoslo k pretlakovani, je nutno obcas uvolnit
zdtku).

Priprava vzorku

Vzorek se rozmélni tak, aby prosel sitem o velikosti oka 1 mm a aby béhem tpravy nedoslo k jeho zahfati.
Vzorek se musi rozméliiovat bezprostfedné pred vizenim a saponifikaci, jinak miize dochdzet ke ztrdtdim
vitaminu A.

Saponifikace

Podle obsahu vitaminu A ve vzorku se s pfesnosti na 1 mg navdzi 2-25 g vzorku do 500 ml banky s plochym
dnem nebo kénické banky (4.2.1). Za intenzivniho michani se pfidd 130 ml ethanolu (3.1), asi 100 mg BHT
(3.13), 2 ml roztoku askorbétu sodného (3.5) a 2 ml roztoku sulfidu sodného (3.6). Banika se pfipoji k chladici
(4.3) a ponoii se do vodni ldzné s magnetickym michdnim (4.7). Zahfeje se k varu a vaii se pod refluxem
5 minut. Potom se pres chladi¢ (4.3) pfidd 25 ml roztoku hydroxidu draselného (3.4) a vaii se pod refluxem za
michdni pod pomalym proudem dusiku dalsich 25 minut. Potom se chladi¢ opldchne asi 20 ml vody a obsah
banky se nechd vychladnout na laboratorni teplotu.
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Extrakce

Saponifikovany roztok se dekantaci a proplachnutim celkem 250 ml vody pfevede kvantitativné do 1 000 ml
délici ndlevky (4.2.3) nebo do extrakéntho zafizeni (4.8). Saponifikacni barika se opldchne 25 ml ethanolu (3.1)
a poté 100 ml petroletheru (3.2) a oba oplachy se prevedou do délici nalevky nebo do extrakéniho zafizeni.
Konec¢ny pomér vody a ethanolu v kombinovanych roztocich musi byt asi 2 : 1. Roztok se 2 minuty intenzivné
tiepe a potom se nechd 2 minuty stat.

Extrakce v délici nédlevce (4.2.3)

Po rozdéleni vrstev (pozndmka 7.3) se petroletherova vrstva prevede do dalsi délici nélevky (4.2.3). Extrakee se
opakuje jesté dvakrdt se 100 ml petroletheru (3.2) a dvakrat s 50 ml petroletheru (3.2).

Spojené extrakty v délici ndlevce se dvakrdt promyji mirnym krouzenim (aby nevznikala emulze) 100 ml vody
a potom se opakované protepavaji se 100 ml vody, dokud voda neziistane po pfidani roztoku fenolftaleinu (3.7)
bezbarva (obvykle staci 4 promyti). Promyty extrakt se prefiltruje do 500 ml odmérné baiiky (4.2.2) pfes suchy
sklddany filtr pro oddélovéni fizi (4.4), aby se odstranila suspendovand voda. Délici ndlevka se oplichne 50 ml
petroletheru (3.2) a ten se piida pfes filtr do téze odmérné barky. Barika se petroletherem (3.2) doplni po znacku
a dobie promicha.

Extrakce v extrakénim zafizeni (4.8)

Po rozdéleni vrstev (pozndmka 7.3) se odstrani zdtka z vilce (4.8.1) a misto ni se vloz{ vnitin{ zafizeni (4.8.2).
Spodni strana U-trubice se umisti tak, aby byla prdvé nad rozhranim. Za pouziti tlaku dusiku (pfividéného
postrannim raménkem) se pfevede horni petroletherovd vrstva do 1 000 ml délici ndlevky (4.2.3). Prid4 se
100 ml petroletheru (3.2), vilec se zazitkuje a dukladné protiepe. Po oddéleni vrstev se horni vrstva opét
pievede stejnym zptisobem do délici ndlevky. Extrakce se opakuje s dalsimi 100 ml petroletheru (3.2) a pak jesté
dvakrat s 50 ml petroletheru (3.2). Po rozdéleni fazi se vzdy horni petroletherovd vrstva piidd k pfedchozi do
délici nélevky.

Spojené extrakty petroletheru v délici ndlevce se promyji, jak je popsdno v bodé 5.3.1, a postupuje se dile podle
bodu 5.3.1.

Priprava roztoku vzorku pro stanoveni HPLC

Alikvotni ¢dst roztoku petroletheru (podle bodu 5.3.1 nebo 5.3.2) se odpipetuje do 250 ml hruskovité banky
(4.2.4). Rozpoustédlo se na vakuové rotacni odparce (4.1) odpaif za snizeného tlaku pfi teploté do 40 °C téméF
do sucha. Atmosféricky tlak se obnovi zavedenim dusiku (3.10) do bariky a ta se odpoji od rota¢ni odparky.
Zbytek rozpoustédla se odpafi pod proudem dusiku (3.10) a odparek se ihned rozpusti ve zndmém objemu
(10-100 ml) methanolu (3.3) (vyslednd koncentrace vitaminu A musi byt v rozsahu 5-30 m. j./ml).

Stanoveni HPLC

Vitamin A se separuje na koloné Cyg s reverzni fazi (4.5.1) a jeho koncentrace se méif UV detektorem (325 nm)
nebo fluorescenénim detektorem (excitace: 325 nm, emise: 475 nm) (4.5.2).

Do piistroje se nastiikuje alikvotni ¢dst (napf. 20 pl) methanolického roztoku ziskaného podle bodu 5.4 a eluuje
se mobiln{ fdz{ (3.9). Primérnd hodnota vy3ek (ploch) pikii se vypocte z nékolika opakovanych ndstiikdi téhoz
vzorku nebo kalibracnich roztoki (5.6.2).

Podminky HPLC

Nésledujici podminky jsou doporucené; mohou byt pouzity jiné podminky za ptedpokladu, Ze poskytuji
rovnocenné vysledky.

Kolona pro kapalinovou 250 mm x 4 mm, C;g, ndpla 5 nebo 10 pm nebo obdobnd
chromatografii (4.5.1):

Mobilni fize (3.9): smés methanolu (3.3) a vody, napf. 980 + 20 (v + v)
Pratok: 1-2 ml/min
Detektor (4.5.2): UV detektor (325 nm) nebo fluorescenéni detektor

(excitace: 325 nm | emise: 475 nm).
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Kalibrace
Piiprava pracovnich standardnich roztoka

Do 500 ml bariky s plochym dnem nebo konické banky (4.2.1) se odpipetuje 20 ml zdsobniho roztoku vitaminu
A (acetdt) (3.11.1) nebo 20 ml zdsobntho roztoku vitaminu A (palmitdt) (3.12.1) a hydrolyzuje se podle
bodu 5.2, ale bez pfiddni BHT. Potom se provede extrakce petroletherem (3.2) podle bodu 5.3 a doplni se na
500 ml petroletherem (3.2). 100 ml tohoto extraktu se odpaii na rotacni odparce téméf do sucha (viz 5.4), zbylé
rozpoustédlo se odpaii pod proudem dusiku (3.10) a odparek se rozpusti v 10,0 ml methanolu (3.3). Nomindlni
koncentrace vitaminu A v tomto roztoku je 560 m. j./ml. Pfesny obsah se stanovi podle bodu 5.6.3.3. Pracovni
standardni roztok musi byt pfipraven cerstvy pied pouZzitim.

Do 20 ml odmérné banky se odpipetuji 2,0 ml tohoto pracovniho standardniho roztoku, banka se doplni po
znacku methanolem (3.3) a promichd. Nomindlni koncentrace vitaminu A v tomto zfedéném pracovnim
standardnim roztoku je 56 m. j./ml.

Piiprava kalibrac¢nich roztokt a kalibrac¢ni kfivky

Do 20 ml odmérnych banék se odpipetuje postupné 1,0, 2,0, 5,0 a 10,0 ml zfedénych pracovnich standardnich
roztokd, doplni se methanolem (3.3) po znacku a promichd. Nomindlni koncentrace vitaminu A v téchto
roztocich jsou 2,8, 5,6, 14,0 a 28,0 m. j./ml.

Do piistroje se opakované nastiikuje 20 pl jednotlivych kalibra¢nich roztokd a stanovi se pramérné hodnoty
vysek (ploch) pikil. Z pramérnych hodnot vysek (ploch) pika se sestroji kalibracni kiivka, pficemz se pouziji
vysledky UV kontroly (5.6.3.3).

UV standardizace standardnich roztokt
Zdsobni roztok vitaminu A (acetdt)

Do 50 ml odmérné banky (4.2.2) se odpipetuji 2,0 ml zdsobniho roztoku vitaminu A (acetdt) (3.11.1) a doplni se
po znacku 2-propanolem (3.8). Nomindlni koncentrace vitaminu A v tomto roztoku je 56 m. j./ml. Do 25 ml
odmérné banky se odpipetuje 3,0 ml tohoto ziedéného roztoku vitaminu A (acetdt) a doplni se po znacku
2-propanolem (3.8). Nominalni koncentrace vitaminu A v tomto roztoku je 6,72 m. j./ml. Na spektrofotometru
(4.6) se proméii UV spektrum tohoto roztoku proti 2-propanolu (3.8) v rozmezi 300-400 nm. Extinkéni
maximum musi lezet mezi 325 a 327 nm.

Vypocet obsahu vitaminu A:
m. j. vitaminu A [ ml = E;5 x 19,0
(E} % pro vitamin A acetdt = 1 530 p#i 326 nm v 2-propanolu).

Zdsobni roztok vitaminu A (palmitdt)

Do 50 ml odmérné banky (4.2.2) se odpipetuji 2,0 ml zasobniho roztoku vitaminu A (palmitdt) (3.12.1) a doplni
se po znacku 2-propanolem (3.8). Nomindlni koncentrace vitaminu A v tomto roztoku je 56 m. j./ml. Do 25 ml
odmérné banky se odpipetuje 3,0 ml tohoto ziedéného roztoku vitaminu A (palmitdt) a doplni se po znacku
2-propanolem (3.8). Nomindlni koncentrace vitaminu A v tomto roztoku je 6,72 m. j./ml. Na spektrofotometru
(4.6) se proméfi UV spektrum tohoto roztoku proti 2-propanolu (3.8) v rozmezi 300-400 nm. Extink¢ni
maximum mus{ leZet mezi 325 a 327 nm.

Vypocet obsahu vitaminu A:
m. j. vitaminu A [ ml = E3p6 x 19,0
(E1 % pro vitamin A palmitdt = 957 pii 326 nm v 2-propanolu).

Pracovni standardni roztok vitaminu A

Do 50 ml odmérné bariky (4.2.2) se odpipetuji 3,0 ml nezfedéného pracovniho standardniho roztoku vitaminu
A piipraveného podle bodu 5.6.1 a doplni se po znacku 2-propanolem (3.8). Do 25 ml odmérné banky se
odpipetuje 5,0 ml tohoto roztoku a doplni se po znacku 2-propanolem (3.8). Nomindlni koncentrace vitaminu
A'v tomto roztoku je 6,72 m. j./ml Na spektrofotometru (4.6) se proméi{ UV spektrum tohoto roztoku proti
2-propanolu (3.8) v rozmezi 300-400 nm. Extink¢ni maximum musi leZet mezi 325 a 327 nm.
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Vypocet obsahu vitaminu A:
m. j. vitaminu A [ ml = E3,5 x 18,3
(E} % pro vitamin A alkohol = 1 821 pii 325 nm v 2-propanolu).
6. Vypocet a vyjidfeni vysledkii
Koncentrace vitaminu A v extraktu vzorku v m. j./ml se stanovi porovndnim s kalibracni kiivkou podle
primérnych hodnot vysek (ploch) piki (5.6.2).
Obsah vitaminu A (w) v m. j.[kg ve vzorku se vypocte podle ndsledujiciho vzorce:
500><c><V2><1000/ .
= ik
w V, xm (m. j.[kg)
kde:
¢ = koncentrace vitaminu A v extraktu vzorku (5.4) v m. j./ml
V, = objem extraktu vzorku (5.4) v ml
V, = objem alikvotni &sti podle bodu 5.4 v ml
m = hmotnost zkudebniho vzorku v gramech.
7. Pozndmky
7.1 U vzorkd s nizkou koncentraci vitaminu A mutZe byt uZitecné spojit extrakty petroletheru ze dvou
saponifikovanych vzorka (navdzka: 25 g) do jednoho roztoku vzorku pro stanoveni HPLC.
7.2 Navdzka vzorku pro zkousku nesmi obsahovat vice nez 2 g tuku.
7.3 Pokud nedojde k rozdéleni fazi, pfidd se asi 10 ml ethanolu (3.1), aby se odstranila emulze.
7.4 U oleje z tres¢ich jater a ostatnich ¢istych tuki se doba saponifikace prodlouzi na 45-60 minut.
7.5 Misto BHT je mozno pouZit hydrochinon.
7.6 Pro separaci izomerd retinolu je mozné pouzit kolonu s normalni fizi. V tomto piipadé je viak nutné se¢ist pro
vypocet vysky (plochy) pikd viech cis a trans izomerd.
7.7 Misto roztoku askorbatu sodného lze pouzit asi 150 mg kyseliny askorbové.
7.8 Misto roztoku sulfidu sodného lze pouzit asi 50 mg EDTA.
7.9 V piipadé zkousky na obsah vitaminu A v mléénych krmnych smésich je tieba vénovat zvldstni pozornost:
—  pii saponifikaci (5.2): v zdvislosti na mnozstvi tuku ve vzorku maze byt nutné zvysit mnoZstvi roztoku
hydroxidu draselného (3.4),
—  pii extrakci (5.3): v disledku pftomnosti emulzi mtze byt nutné upravit pomér 2 : 1 vody a ethanolu.
Pro kontrolu toho, zda pouzitd metoda zkouseni poskytuje spolehlivé vysledky, pokud jde o tuto specifickou
matrici (mlé¢éné krmné smési), se provede zkouska na vytéznost u dodate¢né navazky vzorku. Pokud je vytéznost
nizsi nez 80 %, vysledek zkousky je tieba korigovat na vytéznost.
8. Opakovatelnost

Rozdil mezi vysledky dvou paralelnich stanoveni provedenych na stejném vzorku nesmi pfekrocit 15 % relat.
z hodnoty vyssiho vysledku.
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9.

0

Vysledky kruhovych testii ()

Premix Premix krmiva Minerdln{ kon- Proteinové Krmivo pro selata
centrdt krmivo

L 13 12 13 12 13
n 48 45 47 46 49
pramér (m. j./kg) 17,02 x 10° 1,21 x 10° 537100 151 800 18 070
s, (m. j./kg) 0,51 x 10° 0,039 x 10° 22080 12 280 682
r (m. j./kg) 1,43 x 10° 0,109 x 10° 61 824 34 384 1910
v, (%) 3,0 3,5 41 8,1 3,8
s (m. j.[kg) 1,36 x 10° | 0,069 x 106 46 300 23 060 3614
R (m. j./kg) 3,81 x 10° 0,193 x 10° 129 640 64 568 10119
CVy (%) 8,0 6,2 8,6 15 20
L = pocet laboratoif
n = pocet jednotlivych hodnot
s, = standardni odchylka opakovatelnosti
sg = standardni odchylka reprodukovatelnosti
r = opakovatelnost
R = reprodukovatelnost

CV, = varia¢ni koeficient opakovatelnosti
CVy = variaéni koeficient reprodukovatelnosti

Provedla pracovni skupina pro krmiva Verband Deutscher Landwirtschaftlicher Untersuchungs- und Forschungsanstalten (VDLUFA).
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Obrazek 1: Extrakéni zafizeni (4.8)

Vkladatelné zafizeni se

zabrusem (4.8.2)
(délka pfiblizné 45 cm)

Sklenény valec (4.8.1)
(vyska pfiblizné 48 cm)

- Nastavitelna trubicka

Petroletherova L«

vrstva

Vodna vrstva
+
saponifikovany
vzorek
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