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B) STANOVENI OBSAHU VITAMINU E
Obsah vitaminu E se stanovi takto:
— metodou analyzy stanovenou v normé EN 17547 Krmiva: Metody vzorkovén{ a analyz — Stanoveni
obsahu vitaminu A, E a D () — Metoda vyuZivajici extrakci a pfeci§téni na pevné fazi (SPE)
a vysokoucinnou kapalinovou chromatografii (HPLC) nebo
— vysokoucinnou kapalinovou chromatografii na reverzni fazi (RP-HPLC) s UV nebo fluorescenéni
detekci, jak je popsdno v bodech 1 az 9 nize.

1. Ucel a oblast pouiti

Tato metoda umozZnuje stanoveni obsahu vitaminu E v krmivech. Obsah vitaminu E se vyjadfuje jako mg DL-a-
tokoferol-acetdtu na kg. 1 mg DL-a-tokoferol-acetdtu odpovidd 0,91 mg DL-a-tokoferolu (vitamin E).

Mez stanovitelnosti je 2 mg vitaminu Efkg. Tato mez stanovitelnosti je dosazitelnd pouze s fluorescenénim
detektorem. P¥i pouziti UV detektoru je mez stanovitelnosti 10 mg/kg.

2. Princip

Vzorek se hydrolyzuje ethanolickym roztokem hydroxidu draselného a vitamin E se extrahuje petroletherem.
Rozpoustédlo se odpaii a zbytek se rozpusti v methanolu a, pokud je to nutné, nafed se na vhodnou
koncentraci. Obsah vitaminu E se stanovi metodou vysokot¢inné kapalinové chromatografie na reverzni fazi
(RP-HPLC) s fluorescenéni nebo UV deteki.

3. Cinidla

3.1. Ethanol, 6= 96 %

3.2. Petrolether, bod varu 40-60 °C

3.3. Methanol

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

3.5. Roztok askorbatu sodného, ¢ = 10 g/100 ml (viz pozndmky v bod¢ 7.7)

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

3.6.1. Roztok sulfidu sodného, ¢ = 0,5 mol/l v glycerolu, p = 120 g/l (pro x = 9) (viz pozndmky v bodé 7.8)

3.7. Roztok fenolftaleinu, ¢ = 2 g/100 ml v ethanolu (bod 3.1)

3.8. Mobilni fize pro HPLC: smés methanolu (bod 3.3) a vody, napf. 980 + 20 (v + v). Pfesny pomér bude urcen

podle charakteristiky pouzité kolony.

3.9. Dusik, prosty kysliku
3.10. DL-a-tokoferol-acetat, extra Cisty, s ovéfenou aktivitou
3.10.1. Zasobni roztok DL-a-tokoferol-acetdtu: do 100 ml odmérné bariky se s pfesnosti na 0,1 mg navazi 100 mg

DL-a-tokoferol-acetdtu (bod 3.10). Rozpusti se v ethanolu (bod 3.1) a doplni se jim po znacku. 1 ml tohoto
roztoku obsahuje 1 mg DL-a-tokoferol-acettu. (UV kontrola — viz bod 5.6.1.3; stabilizace — viz pozndmky
v bodé 7.4).

() Metoda analyzy stanovend v normé EN 17547 se oznacuje jako alternativni metoda, kterd se md pouzit pro tcely dfedni kontroly pro
stanoveni obsahu vitaminu A a E namisto metody popsané pro stanoveni obsahu vitaminu A v ¢asti A této piilohy a pro stanoveni
obsahu vitaminu E v ¢sti B této piilohy.
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DL-a-tokoferol, extra ¢isty, s ovéfenou aktivitou

Zasobni roztok DL-a-tokoferolu: do 100 ml odmérné bariky se s presnosti na 0,1 mg navaz{ 100 mg DL-a-
tokoferolu bod (bod 3.11). Rozpusti se v ethanolu (bod 3.1) a doplni se jim po znacku. 1 ml tohoto roztoku
obsahuje 1 mg DL-a-tokoferolu. (UV kontrola — viz bod 5.6.2.3; stabilizace — viz poznamky 7.4).

2,6-di-terc-butyl-4-methylfenol (BHT) (viz pozndmky 7.5)

Piistroje

Rota¢ni filmova odparka

Nédobi z tmavého skla

Banky s plochym dnem nebo kénické baiiky, 500 ml, se sklenénym zdbrusovym hrdlem

Odmérné baniky s tizkym hrdlem a sklenénou zédbrusovou zitkou, objem 10, 25, 100 a 500 ml
Délici nélevky, kénické, 1 000 ml, se sklenénou zdbrusovou zatkou

Hruskovité banky, 250 ml, se sklenénym zabrusovym hrdlem

Allihntv chladi¢, délka plasté 300 mm, se sklenénym zdbrusem a s adaptérem na zavadéni plynu
Sklddany filtracni papir pro separaci fdzi, primér 185 mm (napf. Schleicher & Schuell 597 HY 1/2)
Zaiizeni pro HPLC s ddvkovacim systémem

Kolona pro kapalinovou chromatografii, 250 mm x 4 mm, Cyg, ndpli 5 nebo 10 pm, nebo obdobnd
Fluorescenéni nebo UV detektor s nastavitelnou vinovou délkou

Spektrofotometr s 10 mm kfemennymi kyvetami

Vodni lazeti s magnetickou michackou

Extrak¢ni zafizeni (viz obrazek 2) sestdvajici z/ze:

Sklenéného vilce o objemu 1 litr opatfeného sklenénym zabrusovym hrdlem a zdtkou

Vkladatelného zafizeni se sklenénym zabrusem, s postrannim raménkem a nastavitelnou trubickou, kterd
prochdzi stfedem. Nastavitelnd trubicka md spodni konec vytvarovany do tvaru U a ziZenou vypust na
opacné strané tak, aby bylo mozné pfevést horni vrstvu kapaliny z vélce do délici ndlevky.

Postup

Pozndmka: Vitamin E je citlivy na (UV) svétlo a oxidaci. VSechny dkony se provadi bez piistupu svétla
(pouzivé se nadobi z tmavého skla nebo se sklenéné nddobi chrdni pfed svétlem hlintkovou
folif) 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 rozemele tak, aby prosel sitem s oky o velikosti 1 mm a aby béhem p¥ipravy nedoslo k jeho zahfati.
Mleti musi byt provedeno bezprostiedné pred vdzenim a saponifikaci, jinak mtze dojit ke ztrdtdm vitaminu E.

ELL http://data.europa.eu/elijreg_impl/2024/771/oj 73/129



CS UF. vést. L, 15.3.2024

5.2. Saponifikace

Podle obsahu vitaminu E ve vzorku se s pfesnosti na 0,01 g navazi 2-25 g vzorku do 500 ml bariky s plochym
dnem nebo koénické bariky (bod 4.2.1). Za intenzivniho michdni se pfidd 130 ml ethanolu (bod 3.1), pfiblizné
100 mg BHT (bod 3.12), 2 ml roztoku askorbétu sodného bod (bod 3.5) a 2 ml roztoku sulfidu sodného (bod
3.6). Banka se pfipoji k chladici (bod 4.3) a ponoii se do vodni ldzné s magnetickou michackou (bod 4.7).
Zahfeje se k varu a vai{ se pod refluxem 5 minut. Potom se pfes chladi¢ (bod 4.3) ptidd 25 ml roztoku
hydroxidu draselného (bod 3.4) a vaif se pod refluxem za michdni pod pomalym proudem dusiku dalsich
25 minut. Potom se chladi¢ opldchne pfiblizné 20 ml vody a obsah batiky se nechd vychladnout na
laboratorni teplotu.

5.3. Extrakce

Saponifikovany roztok se dekantaci a proplachnutim celkem 250 ml vody pievede kvantitativné do 1 000 ml
délici nélevky (bod 4.2.3) nebo do extrakéniho zafizeni (bod 4.8). Saponifika¢ni baika se postupné oplachne
25 ml ethanolu (bod 3.1) a 100 ml petroletheru (bod 3.2) a oba oplachy se pfevedou do délici nalevky nebo
do extrakéntho zafizeni. Kone¢ny pomér vody a ethanolu v kombinovanych roztocich musi byt asi 2:1.
Roztok se dvé minuty intenzivné tfepe a potom se nechd dvé minuty stdt.

5.3.1. Extrakce v délici ndlevce (bod 4.2.3)

Po separaci vrstev (viz pozndmka v bodé 7.3) se petroletherova vrstva pievede do dalsi délici ndlevky (bod 4.2.3).
Extrakce se opakuje dvakrdt se 100 ml petroletheru (bod 3.2) a dvakrét s 50 ml petroletheru (bod 3.2).

Spojené extrakty v délici ndlevce se dvakrat promyji mirnym krouzenim (aby nevznikala emulze) 100 ml vody
a potom se opakované protiepavaji se 100 ml vody, dokud voda neziistane po pfidani roztoku fenolftaleinu
(bod 3.7) bezbarvé (obvykle staci Ctyfi promyti). Promyty extrakt se prefiltruje do 500 ml odmérné banky
(bod 4.2.2) ptes suchy sklddany filtr pro separaci fzi (bod 4.4), aby se odstranila suspendovand voda. Délici
ndlevka a filtr se oplachne 50 ml petroletheru (bod 3.2). Baiika se petroletherem (bod 3.2) doplni po znacku
a dukladné promicha.

5.3.2. Extrakce v extrakénim zafizen{ (bod 4.8)

Po separaci vrstev (viz pozndmka v bodé 7.3) se ze sklenéného vilce (bod 4.8.1) odstrani zdtka a misto ni se
vlozi vkladatelné zatizeni se sklenénym zdbrusem (bod 4.8.2). Spodni strana nastavitelné U-trubicky se umisti
tak, aby byla pravé nad rozhranim. Za pouziti tlaku dusiku (pfivdidéného postrannim raménkem) se prevede
horni petroletherova vrstva do 1 000 ml délici ndlevky (bod 4.2.3). P¥idd se 100 ml petroletheru (bod 3.2),
sklenény vélec se zazdtkuje a dikladné protfepe. Po separaci vrstev se horni vrstva opét pievede stejnym
zpusobem do délici nalevky. Extrakce se opakuje s dalsimi 100 ml petroletheru (bod 3.2) a pak jesté dvakrat
s 50 ml petroletheru (bod 3.2). Horni petroletherova vrstva se vzdy pfida k pfedchozi do délici nélevky.

Spojené extrakty petroletheru v délici ndlevce se promyji, jak je popsano v bodé 5.3.1, a postupuje se déle
podle popisu v uvedeném bodé.

5.4, Pfiprava roztoku vzorku pro stanoveni HPLC

Alikvotni ¢dst roztoku petroletheru (podle bodu 5.3.1 nebo 5.3.2) se odpipetuje do 250 ml hrugkovité banky
(bod 4.2.4). Rozpoustédlo se na rotaéni odparce (bod 4.1) odpaii za sniZeného tlaku pii teploté vodni lazné
nepiekracujici 40 °C téméf do sucha. Atmosféricky tlak se obnovi zavedenim dusiku (bod 3.9) do banky a ta
se odpoji od rota¢ni odparky. Zbytek rozpoustédla se odpaii pod proudem dusiku (bod 3.9) a odparek se
ihned rozpusti ve zndmém objemu (10-100 ml) methanolu (bod 3.3) (koncentrace DL-a-tokoferolu musi byt
v rozmez{ 5 pg/ml az 30 pg/ml).

5.5. Stanoveni pomoci HPLC

Vitamin E se separuje na koloné C,s s reverzni fazi (bod 4.5.1) a jeho koncentrace se méfi fluorescenénim
detektorem (excitace: 295 nm, emise: 330 nm) nebo UV detektorem (292 nm) (bod 4.5.2).
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Do piistroje se nastfikuje alikvotni ¢dst (napf. 20 pl) methanolického roztoku ziskaného podle bodu 5.4
a eluuje se mobilni fizi (bod 3.8). Primérnd hodnota vysek (ploch) pika se vypocte z nékolika opakovanych
nésttiki téhoz roztoku vzorku nebo kalibra¢nich roztokd (bod 5.6.2).

Podminky HPLC

Nasledujici podminky jsou doporuéené; lze pouZzit i jiné podminky, pokud zajituji rovnocenné vysledky.

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

Mobilni féze (bod 3.8): Smés methanolu (bod 3.3) a vody napt. 980 + 20 (v + v).
Prtitok: 1-2 ml/min

Detektor (bod 4.5.2): fluorescenéni detektor (excitace: 295 nm/ emise:

330 nm) nebo UV detector (292 nm)

5.6. Kalibrace (DL-a-tokoferol-acetdt nebo DL-a-tokoferol)
5.6.1. Standardni DL-a-tokoferol-acetdt
5.6.1.1.  Ptiprava pracovniho standardniho roztoku

Do 500 ml banky s plochym dnem nebo kénické banky (bod 4.2.1) se odpipetuje 25 ml zdsobniho roztoku
DL-a-tokoferol-acettu (bod 3.10.1) a hydrolyzuje se podle bodu 5.2. Potom se provede extrakce
petroletherem (bod 3.2) podle bodu 5.3 a doplni se na 500 ml petroletherem. 25 ml tohoto extraktu se odpaff
na rota¢ni odparce téméf do sucha (viz bod 5.4), zbylé rozpoustédlo se odpaii pod proudem dusiku (bod 3.9)
a odparek se rozpusti v 25,0 ml methanolu (bod 3.3). Nomindln{ koncentrace tohoto roztoku je 45,5 pg DL-a-
tokoferolu/ml, coz odpovidd 50 pg DL-a-tokoferol-acetdtu/ml. Pracovni standardni roztok se ptipravuje pred
pouzitim Cerstvy.

5.6.1.2.  Priprava kalibra¢nich roztokd a kalibra¢ni ktivky
Do sady 20 ml odmérnych banék se odpipetuje postupné 1,0/2,0/4,0 a 10,0 ml pracovniho standardniho
roztoku, doplni se methanolem (bod 3.3) po znacku a promichd. Nomindlni koncentrace téchto roztoka
jsou 2,5/5,0/10,0 a 25,0 pg/ml DL-a-tokoferol-acetdtu, tj. 2,28/4,55/9,10 a 22,8 pg/ml DL-a-tokoferolu.
Provede se opakovany néstfik 20 pl kazdého kalibra¢éntho roztoku a stanovi se primérnd hodnota vysek
(ploch) pikd. Z primérnych hodnot vysek (ploch) pikil se sestroji kalibracni kfivka.

5.6.1.3. UV standardizace zdsobniho roztoku DL-a-tokoferol-acetdtu (bod 3.10.1)

Do 25,0 ml odmérné banky se odpipetuje 5,0 ml zdsobniho roztoku DL-a-tokoferol-acetdtu (bod 3.10.1)
a doplni se po znacku ethanolem. Na spektrofotometru (bod 4.6) se proméfi UV spektrum tohoto roztoku
proti ethanolu (bod 3.1) v rozmezi 250-320 nm.

Absorp¢ni maximum je pii 284 nm:

E'”* = 43,6 pti 284 nm v ethanolu

1cm

Pfi tomto fedéni musi byt ziskand hodnota extinkce 0,84-0,88.
5.6.2. Standardni DL-a-tokoferol

5.6.2.1.  Ptiprava pracovniho standardniho roztoku

Do 50 ml odmérné banky se odpipetuji 2 ml zdsobniho roztoku DL-a-tokoferolu (bod 3.11.1), zfedi se
methanolem (bod 3.3) a doplni se jim po znacku. Nomindlni koncentrace tohoto roztoku je 40 pug DL-a-
tokoferolu/ml, coz odpovidd 44,0 ug DL-a-tokoferol-acetdtu/ml. Pracovni standardni roztok se pfipravuje
pfed pouzitim Cerstvy.
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5.6.2.2.  Priprava kalibra¢nich roztokd a kalibra¢ni kiivky

Do sady 20 ml odmérnych banék se odpipetuje postupné 1,0/2,0/4,0 a 10,0 ml pracovniho standardniho
roztoku, doplni se methanolem (bod 3.3) po znacku a promichd. Nomindlni koncentrace téchto roztoka
jsou 2,0/4,0/8,0 a 20,0 pg/ml DL-a-tokoferolu, tj. 2,20/4,40/8,79 a 22,0 ug/ml DL-a-tokoferol-acetatu.
Provede se opakovany ndstfik 20 pl kazdého kalibra¢niho roztoku a stanovi se primérnd hodnota vysek
(ploch) pikt. Z pramérnych hodnot vysek (ploch) pika se sestroji kalibra¢ni kiivka.

5.6.2.3. UV standardizace zdsobniho roztoku DL-a-tokoferolu (bod 3.11.1)
Do 25,0 ml odmérné bariky se odpipetuje 2,0 ml zdsobniho roztoku DL-a-tokoferolu (bod 3.11.1) a doplni se

po znacku ethanolem. Na spektrofotometru (bod 4.6) se proméf{ UV spektrum tohoto roztoku proti ethanolu
(bod 3.1) v rozmez{ 250-320 nm. Absorpéni maximum je pfi 292 nm:

E!" = 75,8 pfi 292 nm v ethanolu

1em

Pfi tomto Fedéni musi byt ziskand hodnota extinkce 0,6.

6. Vypocet vysledkd

Z prumérné vysky (plochy) pikil vitaminu E v roztoku vzorku se stanovi koncentrace roztoku vzorku v pg/ml
(pocitdno jako DL-a-tokoferol-acetdt) porovndnim s kalibra¢ni kiivkou (bod 5.6.1.2 nebo 5.6.2.2).

Obsah vitaminu E (w) v mg/kg ve vzorku se vypocte podle tohoto vzorce:

500 x ¢ x V.
W= #[mg/kg]

kde:
c= koncentrace vitaminu E (jako DL-a-tokoferol-acetatu) v roztoku vzorku (bod 5.4) v pug/ml
vV, = objem roztoku vzorku (bod 5.4) v ml
vV, = objem alikvotni &asti (bod 5.4) v ml
m = hmotnost navazky vzorku v g
7. Pozndmky
7.1. U vzorkdl s nizkou koncentraci vitaminu E mdZe byt uZzitecné spojit extrakty petroletheru ze dvou

saponifikovanych vzorkd (navdzka: 25 g) do jednoho roztoku vzorku pro stanoveni HPLC.

7.2. Hmotnost vzorku pro analyzu nesmi obsahovat vice nez 2 g tuku.
7.3. Pokud nedojde k separaci fdzi, pfidd se pfiblizné 10 ml ethanolu (bod 3.1), aby se odstranila emulze.
7.4. Po spektrofotometrickém méfeni roztoku DL-a-tokoferol-acetdtu nebo DL-a-tokoferolu podle bodi 5.6.1.3

nebo 5.6.2.3 se ptidd do roztoku (bod 3.10.1 nebo 3.10.2) ptiblizné 10 mg BHT (bod 3.12) a roztok se
skladuje v chladni¢ce (maximélni doba skladovatelnosti ¢ini ¢tyfi tydny).

7.5. Misto BHT lze pouzit hydrochinon.

7.6. Separace a-, f-, y- a d-tokoferolu je moznd s pouzitim bézné fazové kolony.
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7.7.
7.8.

7.9.

(*) Provedla pracovni skupina pro krmiva Verband Deutscher Landwirtschaftlicher Untersuchungs- und Forschungsanstalten (VDLUFA).

Misto roztoku askorbatu sodného lze pouzit p¥iblizné 150 mg kyseliny askorbové.

Misto roztoku sulfidu sodného lze pouzit pfiblizné 50 mg EDTA.

Vitamin-E-acetdt hydrolyzuje za alkalickych podminek velmi rychle, a proto je velmi citlivy na oxidaci,
zejména v piftomnosti stopovych prvkl, jako je Zelezo nebo méd. V piipadé stanoveni vitaminu
E v premixech s obsahem vys$im nez 5 000 mg/kg by dtisledkem mohl byt rozklad vitaminu E. Proto se pro
potvrzeni doporucuje metoda HPLC v¢etné enzymatického rozkladu vitaminu E bez alkalické saponifikace.

Opakovatelnost

Rozdil mezi vysledky dvou paralelnich stanoveni provedenych u téhoz vzorku nesmi pfekrocit 15 % relat.
z hodnoty vyssiho vysledku.

Vysledky kolaborativni studie (%)

Premix Premix krmiva kMi“erél“,f Prlftei?""é Krmivo pro selata
oncentrat rmivo

L 12 12 12 12 12
n 48 48 48 48 48
pru- 17 380 1187 926 315 61,3
mér [mg/kg]
st [mg/kg] 384 453 25,2 13,0 2,3
r [mg/kg] 1075 126,8 70,6 36,4 6,4
CVr [%] 2,2 3,8 2,7 41 3,8
sR [mg/ke] 830 65,0 55,5 18,9 7,8
R [mg/kg] 2324 182,0 155,4 52,9 21,8
CVR [%] 48 5,5 6,0 6,0 12,7
L: pocet laboratof{
n: pocet jednotlivych hodnot
Se: standardni odchylka opakovatelnosti
Sk: standardni odchylka reprodukovatelnosti
I opakovatelnost
R: reprodukovatelnost
V. varia¢ni koeficient opakovatelnosti
CVg: varia¢ni koeficient reprodukovatelnosti
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Obrdzek 2

Extrak¢ni zafizeni (4.8)

Vkladatelne zarizeni se

zabrusem (4.8.2)
(délka priblizné 45 cm)

Sklenény valec (4.8.1)
(vySka priblizné 48 cm)

-s=— Nastavitelna trubicka

Petroletherova LJ

vrstva

Vodna vrstva
4
saponifikovany
vzorek
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