L 174[32

Diario Oficial de las Comunidades Europeas

13.7.2000

DIRECTIVA 2000/45/CE DE LA COMISION
de 6 de julio de 2000

por la que se fijan métodos de andlisis comunitarios para la determinacién de vitamina A, vitamina
E y triptéfano en los piensos

(Texto pertinente a efectos del EEE)

LA COMISION DE LAS COMUNIDADES EUROPEAS,
Visto el Tratado constitutivo de la Comunidad Europea,

Vista la Directiva 70/373/CEE del Consejo, de 20 de julio de
1970, relativa a la introducciéon de métodos para la toma de
muestras y de métodos de andlisis comunitarios para el control
oficial de la alimentacion animal (!), cuya dltima modificacion
la constituye el Acta de adhesion de Austria, de Finlandia y de
Suecia (3) y, en particular, su articulo 2,

Considerando lo siguiente:

(1)  La Directiva 70/373|CEE establece que los controles
oficiales de la alimentacién animal, efectuados con
objeto de comprobar que se cumplen las condiciones
prescritas en las disposiciones legales, reglamentarias y
administrativas referentes a la calidad y la composicion
de los piensos, se deben efectuar siguiendo métodos
comunitarios de toma de muestras y de andlisis.

(2) La Directiva 70/524/CEE del Consejo, de 23 de
noviembre de 1970, sobre los aditivos en la alimenta-
ci6n animal (?), cuya tltima modificacion la constituye el
Reglamento (CE) n° 2439/1999 de la Comisién (¥,
dispone que el contenido de vitamina A y de vitamina E
debe sefialarse en el etiquetado cuando se afladan estas
sustancias a las premezclas y a los piensos.

(3)  La Directiva 79/373/CEE del Consejo, de 2 de abril de
1979, relativa a la comercializacion de piensos
compuestos (°), cuya ultima modificacién la constituye la
Directiva 2000/16/CE (°) y la Directiva 93/74/CEE del
Consejo, de 13 de septiembre de 1993, relativa a los
alimentos para animales destinados a objetivos de nutri-
cién especificos (), cuya tltima modificacion la consti-
tuye la Directiva 96/25/CE (%), establecen que los
aminodcidos deben declararse en el etiquetado de los
piensos.

(4)  Es necesario fijar métodos de andlisis comunitarios para
el control de estas sustancias.

(5)  Las medidas previstas en la presente Directiva se ajustan
al dictamen del Comité permanente de alimentacién
animal.

170 de 3.8.1970, p. 2.

241 de 29.8.1994, p. 1.
270 de 14.12.1970, p. 1.
297 de 18.11.1999, p. 8.
86 de 6.4.1979, p. 30.

105 de 3.5.2000, p. 36.
237 de 22.9.1993, p. 23.
125 de 23.5.1996, p. 35.
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HA ADOPTADO LA PRESENTE DIRECTIVA:

Articulo 1

Los Estados miembros hardn que los andlisis previstos para los
controles oficiales de los piensos y premezclas, respecto a su
contenido en vitamina A, vitamina E y tript6fano, se efectiien
siguiendo los métodos que se describen en el anexo.

Articulo 2

A mis tardar el 31 de agosto de 2000, los Estados miembros
pondrdn en vigor las disposiciones legales, reglamentarias y
administrativas necesarias para dar cumplimiento a lo
dispuesto en la presente Directiva. Informaran de ello inmedia-
tamente a la Comision.

Aplicardn esas disposiciones a partir del 1 de septiembre de
2000.

Cuando los Estados miembros adopten dichas disposiciones,
éstas hardn referencia a la presente Directiva o irdn acompa-
fiadas de dicha referencia en su publicacion oficial. Los Estados
miembros establecerdn las modalidades de la mencionada refe-
rencia.

Articulo 3

La presente Directiva entrard en vigor el vigésimo dia siguiente
al de su publicacién en el Diario Oficial de las Comunidades
Europeas.

Articulo 4

Los destinatarios de la presente Directiva serdn los Estados
miembros.

Hecho en Bruselas, el 6 de julio de 2000.

Por la Comisidn
David BYRNE

Miembro de la Comisién
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ANEXO

PARTE A

DETERMINACION DE VITAMINA A

Objeto y dmbito de aplicacién

El presente método permite la determinacién de vitamina A (retinol) en los piensos y premezclas. La vitamina A
incluye el todo-trans-retinol y sus isémeros cis determinados con este método. El contenido de vitamina A se
expresa en unidades internacionales (Ul) por kg. Una Ul corresponde a la actividad de 0,300 pg de todo-trans-
retinol o de 0,344 pg de acetato de todo-trans-retinilo o de 0,550 pg de palmitato de todo-trans-retinilo.

El limite de determinacién es de 2 000 UI de vitamina Afkg.

Principio

La muestra se hidroliza con solucién etanélica de hidréxido potdsico y la vitamina A se extrae con éter de
petréleo. El disolvente se elimina por evaporacién y el residuo se disuelve en metanol y, en caso necesario, se
diluye hasta conseguir la concentracién necesaria. El contenido de vitamina A se determina mediante cromato-
graffa de liquidos de alta resolucién (CLAR) de fase inversa con deteccién de fluorescencia o de UV. Los
pardmetros cromatograficos se seleccionan de forma que no haya separacién entre el todo-trans-retinol y sus
isémeros cis.

Reactivos

Etanol, 6= 96 %

Eter de petrdleo, intervalo de ebullicion 40 °C - 60 °C

Metanol

Solucién de hidréxido potdsico, f = 50 g/100 ml

Solucién de ascorbato sédico, f= 10 g/100 ml (véanse las observaciones del punto 7.7)
Sulfuro sédico, Na,S - xH,0 (x = 7-9)

Solucién de sulfuro sddico, ¢ = 0,5 mol/l en glicerol, f= 120 g/l (para x = 9) (véanse las observaciones del
punto 7.8)

Solucién de fenolftaleina, f= 2 g/100 ml en etanol (3.1)
2-propanol

Fase moévil para CLAR: mezcla de metanol (3.3) y agua, p. ej. 980+ 20 (v +v). La proporcion exacta se
determinard en funcién de las caracteristicas de la columna empleada

Nitrégeno, libre de oxigeno

Acetato de todo-trans-retinilo, extra puro, de actividad certificada, p. ¢j. 2,80 x 10° Ul/g

Solucién madre de acetato de todo-trans-retinilo: Pesar, con precision de 0,1 mg, 50 mg de acetato de
todo-trans-retinilo (3.11) en un matraz aforado de 100 ml, disolver en 2-propanol (3.8) y enrasar con el mismo
disolvente. La concentracién nominal de esta solucion es de 1400 Ul de vitamina A por ml. El contenido
exacto ha de determinarse segin el punto 5.6.3.1

Palmitato de todo-trans-retinilo, extra puro, de actividad certificada, por ejemplo 1,80 x 106 Ul/g

Solucién madre de palmitato de todo-trans-retinilo: Pesar, con precision de 0,1 mg, 80 mg de palmitato de
todo-trans-retinilo (3.12) en un matraz aforado de 100 ml, disolver en 2-propanol (3.8) y enrasar con el mismo
disolvente. La concentracién nominal de esta solucién es de 1 400 UI de vitamina A por ml. El contenido exacto

ha de determinarse segiin el punto 5.6.3.2

2,6-di-tert-butil-4-metilfenol (BHT) (véanse las observaciones del punto 7.5).

Equipo
Evaporador rotatorio de vacio

Material de cristal dmbar
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4.2.1.  Matraces Erlenmeyer o de fondo plano, de 500 ml, con boca esmerilada

4.2.2.  Matraces aforados con tap6n esmerilado, de cuello estrecho, de 10, 25, 100 y 500 ml
4.2.3.  Ampollas cénicas de decantaciéon, de 1000 ml, con tapén esmerilado

4.2.4.  Matraces piriformes, de 250 ml, con boca esmerilada

4.3 Condensador de Allihn, con camisa de 300 mm de longitud, con juntas esmeriladas y adaptador para tubo de
alimentacion de gas

4.4, Papel de filtro plegado para separacién de fases, de 185 mm de didmetro (por ejemplo, Schleicher & Schuell 597
HY 1/2)

4.5. Equipo de CLAR con sistema de inyeccion

4.5.1.  Columna de cromatografia de liquidos, de 250 mm x 4 mm, con relleno de C,,, de 5 0 10 pm, o equivalente (el
criterio de funcionamiento es que aparezca un solo pico para todos los isémeros del retinol en las condiciones de
la CLAR)

4.5.2. Detector de UV o de fluorescencia, con ajuste de longitud de onda variable

4.6. Espectrofotémetro con cubetas de cuarzo de 10 mm
4.7. Bafio Marfa con agitador magnético
4.8. Aparato de extraccién (véase la figura 1) con los siguientes elementos:

4.8.1. Probeta de 1.1 de capacidad provista de cuello y tapén esmerilados

4.8.2. Pieza esmerilada provista de brazo lateral y de un tubo ajustable que pasa por el centro. El extremo inferior del
tubo ajustable debe tener forma de U, mientras que el superior debe ser una tobera, de forma que pueda pasarse
la capa superior de liquido de la probeta a una ampolla de decantacion.

5. Procedimiento

Nota: La vitamina A es sensible a la luz (UV) y a la oxidacién. Todas las operaciones deben realizarse en ausencia de luz
(utilizando material de cristal dmbar o protegido con papel de aluminio) y de oxigeno (en corriente de nitrégeno). Durante
la extraccion, el aire que se encuentre por encima del liquido debe ser sustituido por nitrégeno (evitese llegar a una presion
excesiva aflojando el tapén de vez en cuando).

5.1. Preparacion de la muestra

Triturar la muestra hasta que pase por un tamiz de malla de 1 mm, procurando evitar la produccién de calor. La
trituracién debe hacerse justo antes de la pesada y la saponificacién para que no haya pérdida de vitamina A.

5.2. Saponificacién

En funcién del contenido de vitamina A, pesar, con precision de 0,01 g, entre 2 gy 25 g de la muestra en un
matraz Erlenmeyer o de fondo plano de 500 ml (4.2.1). Afiadir sucesivamente, agitando circularmente, 130 ml
de etanol (3.1), unos 100 mg de BHT (3.13), 2 ml de solucién de ascorbato sédico (3.5) y 2 ml de solucién de
sulfuro sédico (3.6). Ajustar el condensador (4.3) al matraz e introducir éste en un bafio Marfa con agitador
magnético (4.7). Calentar hasta ebullicién y dejar hervir a reflujo durante 5 minutos. Afiadir entonces 25 ml de
solucién de hidréxido potdsico (3.4) a través del condensador (4.3) y dejar hervir a reflujo durante 25 minutos
mds, agitando circularmente bajo una corriente lenta de nitrégeno. Enjuagar después el condensador con unos
20 ml de agua y enfriar el contenido del matraz hasta temperatura ambiente.

5.3. Extraccion

Pasar cuantitativamente por decantacion la solucién de saponificacion, enjuagando con un volumen total de
250 ml de agua, a una ampolla de decantacién de 1 000 ml (4.2.3) o al aparato de extraccién (4.8). Lavar el
matraz de saponificacion sucesivamente con 25 ml de etanol (3.1) y 100 ml de éter de petréleo (3.2) y pasar los
liquidos de lavado a la ampolla de decantacion o al aparato de extraccion. La proporcién de agua y etanol en las
soluciones combinadas debe ser aproximadamente de 2:1. Sacudir enérgicamente durante 2 minutos y dejar
reposar durante otros 2 minutos.

5.3.1.  Extraccién con ampolla de decantacion (4.2.3)

Cuando se hayan separado las fases (véanse las observaciones del punto 7.3) pasar la capa de éter de petréleo a
otra ampolla de decantacion (4.2.3). Repetir dos veces esta extraccion con 100 ml de éter de petrdleo (3.2) y dos
veces con 50 ml de éter de petrdleo (3.2)
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5.4.

5.5.

5.6.

Lavar dos veces los extractos combinados girando suavemente (para evitar la formaciéon de emulsiones) con
sendos volimenes de 100 ml de agua y sacudir después repetidamente con mds porciones de 100 ml de agua
hasta que el agua no se coloree al afiadir solucién de fenolftaleina (3.7) (normalmente es suficiente con lavar
cuatro veces). Pasar a un matraz aforado de 500 ml (4.2.2) el extracto lavado, a través de un filtro plegado seco
para separacion de fases (4.4) a fin de eliminar el agua que pudiera haber en suspension. Lavar la ampolla de
decantacion y el filtro con 50 ml de éter de petréleo (3.2), enrasar con éter de petrdleo (3.2) y mezclar bien.

Extraccién con aparato de extraccion (4.8)

Cuando se hayan separado las capas (véanse las observaciones del punto 7.3) cambiar el tapén de la probeta
(4.8.1) por la pieza esmerilada (4.8.2) y colocar el extremo inferior con forma de U del tubo ajustable de manera
que quede justo por encima del nivel de la interfase. Aplicando nitrégeno a presion en el brazo lateral, pasar la
capa superior de éter de petrdleo a una ampolla de decantacién de 1 000 ml (4.2.3). Afiadir 100 ml de éter de
petrdleo (3.2) a la bureta, tapar y sacudir bien. Dejar que se separen las fases y pasar la capa superior a la ampolla
de decantacién como antes. Repetir el procedimiento de extraccion con otros 100 ml de éter de petréleo (3.2), y
después con dos porciones de 50 ml de éter de petrdleo (3.2); afiadir las fases de éter de petrdleo a la ampolla de
decantaci6n.

Lavar los extractos combinados de éter de petréleo como se describe en 5.3.1 y seguir el procedimiento alli
descrito.

Preparacion de la solucion de muestra para la CLAR

Pasar con pipeta una porcion alicuota de la solucidn de éter de petrdleo (de 5.3.1 o 5.3.2) a un matraz piriforme
de 250 ml (4.2.4). Evaporar el disolvente casi por completo en el evaporador rotatorio (4.1) a presién reducida y
a una temperatura del bafio no superior a 40 °C. Volver a la presién atmosférica introduciendo nitrégeno (3.10)
y sacar el matraz del evaporador rotatorio. Eliminar el disolvente restante con corriente de nitrégeno (3.10) y
disolver inmediatamente el residuo en un volumen conocido (10-100 ml) de metanol (3.3) (la concentracion de
vitamina A debe quedar entre 5 Ul/ml y 30 Ul/ml).

Determinacién por CLAR

La vitamina A se separa en una columna de fase inversa de C,; (4.5.1) y se mide su concentracién mediante un
detector de UV (325 nm) o un detector de fluorescencia (excitacién: 325 nm, emisién: 475 nm) (4.5.2).

Inyectar una porcién alicuota (por ejemplo 20 pl) de la solucién metandlica obtenida en 5.4 y eluir con la fase
movil (3.9). Calcular la altura (drea) media del pico con varias inyecciones de la misma solucién de muestra, asi
como la altura (drea) media del pico con varias inyecciones de las soluciones de calibrado (5.6.2).

Condiciones de CLAR

Las siguientes condiciones se proponen con caricter indicativo, por lo que podrdn aplicarse otras si ofrecen
resultados equivalentes.

Columna de cromatografia de liquidos (4.5.1): 250 mm x 4 mm, relleno de C, 5 0 10 pm, o equiva-
lente

Fase moévil (3.9): Mezcla de metanol (3.3) y agua por ejemplo 980 + 20
(v +v).

Flujo: 1-2 ml/min

Detector (4.5.2): Detector de UV (325 nm) o de fluorescencia (excitacion:

325 nm/emision: 475 nm)

Calibrado

Preparacion de las soluciones patrén de trabajo

Pasar con pipeta a un matraz Erlenmeyer o de fondo plano de 500 ml (4.2.1) 20 ml de la solucién madre de
acetato de vitamina A (3.11.1) o 20 ml de la solucién madre de palmitato de vitamina A (3.12.1); realizar la
hidrélisis segin se describe en el punto 5.2, pero sin afiadir BHT. Extraer después con éter de petrdleo (3.2)
segtin el punto 5.3 y enrasar a 500 ml con éter de petrdleo (3.2). Evaporar 100 ml de este extracto en el
evaporador rotatorio (véase el punto 5.4) casi totalmente, eliminar el disolvente restante con una corriente de
nitrégeno (3.10) y volver a disolver el residuo en 10,0 ml de metanol (3.3). La concentracién nominal de esta
solucién es de 560 Ul de vitamina A por ml. El contenido exacto debe determinarse segtn el punto 5.6.3.3. La
solucion patrén de trabajo debe prepararse poco antes de utilizarse.

Pasar con pipeta 2,0 ml de esta solucién patrén de trabajo a un matraz aforado de 20 ml, enrasar con metanol
(3.3) y mezclar. La concentracién nominal de esta solucién patrén de trabajo diluida es de 56 UI de vitamina A
por ml
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5.6.2. Preparacion de las soluciones de calibrado y curva de calibrado

Pasar 1,0, 2,0, 5,0 y 10,0 ml de la solucién patrén de trabajo diluida una serie de matraces aforados de 20 ml,
enrasar con metanol (3.3) y mezclar. Las concentraciones nominales de estas soluciones son de 2,8, 5,6, 14,0 y
28,0 Ul de vitamina A por ml.

Inyectar varias veces 20 pl de cada solucién de calibrado y determinar las alturas (dreas) medias de los picos.
Utilizando estos datos, trazar la curva de calibrado teniendo en cuenta los resultados del control de UV (5.6.3.3).

5.6.3. Normalizacién UV de las soluciones patrén

5.6.3.1. Solucién madre de acetato de vitamina A:

Pasar con pipeta 2,0 ml de la solucién madre de acetato de vitamina A (3.11.1) a un matraz aforado de 50 ml
(4.2.2) y enrasar con 2-propanol (3.8). La concentracién nominal de esta solucién es de 56 Ul de vitamina A por
ml. Pasar con pipeta 3,0 ml de esta solucién diluida de acetato de vitamina A a un matraz aforado de 25 mly
enrasar con 2-propanol (3.8). La concentracién nominal de esta solucién es de 6,72 UI de vitamina A por ml.
Medir el espectro de UV de esta solucion frente a 2-propanol (3.8) en el espectrofotémetro (4.6) entre 300 nm y
400 nm. El médximo de extinciéon debe encontrarse entre 325 nm y 327 nm.

Calculo del contenido de vitamina A:

UI de vitamina Ajml = E,, x 19,0

1%

€ 1cm

del acetato de vitamina A = 1 530 a 326 nm en 2-propanol)

5.6.3.2. Solucién madre de palmitato de vitamina A

Pasar con pipeta 2,0 ml de la solucién madre de palmitato de vitamina A (3.12.1) a un matraz aforado de 50 ml
(4.2.2) y enrasar con 2-propanol (3.8). La concentracién nominal de esta solucién es de 56 Ul de vitamina A por
ml. Pasar con pipeta 3,0 ml de esta solucién diluida de palmitato de vitamina A a un matraz aforado de 25 mly
enrasar con 2-propanol (3.8). La concentracién nominal de esta solucién es de 6,72 Ul de vitamina A por ml.
Medir el espectro de UV de esta solucién frente a 2-propanol (3.8) en el espectrofotémetro (4.6) entre 300 nm y
400 nm. E1 médximo de extincién debe encontrarse entre 325 nm y 327 nm.

Célculo del contenido de vitamina A:

Ul de vitamina Ajml = E;,; x 19,0

1%
(E ] com del palmitato de vitamina A = 957 a 326 nm en 2-propanol)

5.6.3.3. Solucién patrén de trabajo de vitamina A

Pasar con pipeta a un matraz aforado de 50 ml (4.2.2) 3,0 ml de la solucién patrén de trabajo de vitamina A sin
diluir, preparada de acuerdo con el punto 5.6.1, y enrasar con 2-propanol (3.8). Pasar con pipeta 5,0 ml de esta
solucién a un matraz aforado de 25 ml y enrasar con 2-propanol (3.8). La concentracién nominal de esta
solucién es de 6,72 Ul de vitamina A por ml. Medir el espectro de UV de esta solucion frente a 2-propanol (3.8)
en el espectrofotémetro (4.6) entre 300 nm y 400 nm. El mdximo de extincién debe encontrarse entre 325 nm
y 327 nm.

Célculo del contenido de vitamina A:

Ul de vitamina A/ml = E,,; x 18,3

1%

E
(lcm

de la vitamina A como alcohol = 1 821 a 325 nm en 2-propanol)

6. Célculo de los resultados

A partir de la altura (drea) media de los picos de vitamina A de la solucién de la muestra, determinar la
concentracion de la solucién de la muestra en Ul/ml mediante la curva de calibrado (5.6.2).
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7.2.
7.3.
7.4.

7.5.
7.6.
7.7.
7.8.

(') Realizado por el Grupo de trabajo sobre piensos de la asociacion Verband Deutscher Landwirtschaftlicher Untersuchungs- und
Forschungsanstalten (VDLUFA).

El contenido w de vitamina A de la muestra, expresado en Ul/kg, se obtiene mediante la siguiente férmula:

500-f-V,-1000
w= ————— [Ulkg]
V., m

donde:
f = concentraciéon de vitamina A en la solucién de la muestra (5.4) expresada en Ul/ml
V. = volumen de la solucién de la muestra (5.4) en ml

V, = volumen de la alicuota tomada en 5.4 en ml

~

m = masa de la porcién de la muestra en g

Observaciones

En caso de muestras con baja concentracién de vitamina A puede ser Gtil combinar los extractos de éter de
petréleo de las dos cargas de saponificacion (cantidad pesada: 25 g) en una tGnica solucién de muestra para la
determinacion por CLAR.

El peso de la muestra tomada para el andlisis no debe contener mds de 2 g de grasa.
Si no se produce la separacion de las fases, afiadir unos 10 ml de etanol (3.1) para romper la emulsion.

Con aceite de higado de bacalao y otras grasas puras, el tiempo de saponificacion tiene que prolongarse hasta
45-60 minutos.

Puede utilizarse hidroquinona en lugar del BHT.

Es posible la separaciéon de los isémeros del retinol utilizando una columna de fase normal.

Pueden utilizarse unos 150 mg de 4cido ascérbico en lugar de la solucién de ascorbato sédico.

Pueden utilizarse unos 50 mg de EDTA en lugar de la solucién de sulfuro sédico.

Repetibilidad

La diferencia entre los resultados de dos determinaciones paralelas efectuadas con la misma muestra no debe

rebasar el 15 % del resultado superior.

Resultados de un estudio entre varios laboratorios ()

Pienso Concentrado Pienso .
Premezcla . . Lechén
premezclado mineral proteinico

L 13 12 13 12 13
n 48 45 47 46 49
media [Ulkg] 17,02 x 10° 1,21 x 10° 537 100 151 800 18 070
s, [Ul/kg] 0,51 x 10°¢ 0,039 x 10° 22080 12 280 682
r [Ul/kg] 1,43 x 10° 0,109 x 10¢ 61 824 34 384 1910
CV_ [%] 3,0 3,5 4,1 8,1 3,8
s [Ul/kg] 1,36 x 10° 0,069 x 10° 46 300 23 060 3614
R [Ul/kg] 3,81 x 10° 0,193 x 10°¢ 129 640 64 568 10119
CV, [%] 8,0 6,2 8,6 15 20
L:  ndmero de laboratorios
n:  namero de valores individuales
s; desviacion tipica de la repetibilidad
s desviacion tipica de la reproducibilidad
r: repetibilidad

R:  reproducibilidad

CV.: coeficiente de variacién de la repetibilidad
CV,: coeficiente de variacién de la reproducibilidad
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Figura 1: Aparato de extraccion (4.8)
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PARTE B
DETERMINACION DE VITAMINA E

1. Objeto y dmbito de aplicacién
El presente método permite la determinaciéon de vitamina E en los piensos y premezclas. El contenido de
vitamina E se expresa en mg de acetato de DL-a-tocoferol por kg. Un mg de acetato de DL-a-tocoferol
corresponde a 0,91 mg de DL-o-tocoferol (vitamina E).
El limite de determinacién es de 2 mg de vitamina E/kg.

2. Principio
La muestra se hidroliza con solucién etandlica de hidréxido potdsico y la vitamina E se extrae con éter de
petrdleo. El disolvente se elimina por evaporacion y el residuo se disuelve en metanol y, en caso necesario, se
diluye hasta conseguir la concentracion necesaria. El contenido de vitamina E se determina mediante cromato-
grafia de liquidos de alta resolucién (CLAR) de fase inversa con deteccién de fluorescencia o de UV.

3. Reactivos

3.1. Etanol, 0= 96 %

3.2. Eter de petrdleo, intervalo de ebullicion 40 °C - 60 °C

3.3. Metanol

3.4. Solucién de hidréxido potdsico, f= 50 g/100 ml

3.5. Solucién de ascorbato sédico, f= 10 g/100 ml (véanse las observaciones del punto 7.7)

3.6. Sulfuro sédico, Na,§-xH,0 (x= 7-9)

3.6.1.  Solucién de sulfuro sédico, ¢ = 0,5 mol/l en glicerol, f= 120 g/l (para x= 9) (véanse las observaciones del
punto 7.8)

3.7. Solucién de fenolftaleina, f= 2 g/100 ml en etanol (3.1)

3.8. Fase movil para CLAR: mezcla de metanol (3.3) y agua, p. ¢j. 980+ 20 (v +v). La proporcién exacta se
determinard en funcién de las caracteristicas de la columna empleada.

3.9. Nitrégeno, libre de oxigeno

3.10.  Acetato de DL-a-tocoferol, extra puro, de actividad certificada

3.10.1. Solucién madre de acetato de DL-a-tocoferol: Pesar, con precision de 0,1 mg, 100 mg de acetato de DL-a-toco-
ferol (3.10) en un matraz aforado de 100 ml, disolver en etanol (3.1) y enrasar con el mismo disolvente. La
concentracion de esta solucién es de 1 mg de acetato de DL-a-tocoferol por ml (para el control de UV, véase el
punto 5.6.1.3; para la estabilizacién, véanse las observaciones del punto 7.4).

3.11.  DL-o-tocoferol, extra puro, de actividad certificada

3.11.1. Pesar, con precisiéon de 0,1 mg, 100 mg de DL-a-tocoferol (3.10) en un matraz aforado de 100 ml, disolver en
etanol (3.1) y enrasar con el mismo disolvente. La concentracion de esta solucién es de 1 mg de DL-a-tocoferol
por ml (para el control de UV, véase el punto 5.6.2.3; para la estabilizacion, véanse las observaciones del punto
7.4).

3.12.  2,6-Di-tert-butil-4-metilfenol (BHT)

4. Equipo

4.1. Evaporador rotatorio de vacio

4.2. Material de cristal dmbar

4.2.1. Matraces Erlenmeyer o de fondo plano, de 500 ml, con boca esmerilada
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4.2.2.  Matraces aforados con tapén esmerilado, de cuello estrecho, de 10, 25, 100 y 500 ml
4.2.3.  Ampollas cénicas de decantacion, de 1 000 ml, con tapon esmerilado
4.2.4.  Matraces piriformes, de 250 ml, con boca esmerilada

4.3. Condensador de Allihn, con camisa de 300 mm de longitud, con juntas esmeriladas y adaptador para tubo de
alimentacién de gas

4.4, Papel de filtro plegado para separacion de fases, de 185 mm de didmetro (por ejemplo Schleicher & Schuell 597
HY 1/2)

4.5. Equipo de CLAR con sistema de inyeccién

4.5.1. Columna de cromatografia de liquidos, de 250 mm x 4 mm, con relleno de C,,, de 5 0 10 pm, o equivalente

18’

4.5.2. Detector de UV o de fluorescencia, con ajuste de longitud de onda variable

4.6. Espectrofotometro con cubetas de cuarzo de 10 mm
4.7. Bafio Marfa con agitador magnético
4.8. Aparato de extraccién (véase la figura 1) con los siguientes elementos:

4.8.1. Probeta de 1 1 de capacidad provista de cuello y tapén esmerilados

4.8.2. Pieza esmerilada provista de brazo lateral y de un tubo ajustable que pasa por el centro. El extremo inferior del
tubo ajustable debe tener forma de U, mientras que el superior debe ser una tobera, de forma que pueda pasarse
la capa superior de liquido de la probeta a una ampolla de decantacion.

5. Procedimiento

Nota: La vitamina E es sensible a la luz (UV) y a la oxidacion. Todas las operaciones deben realizarse en ausencia de luz
(utilizando material de cristal dmbar o protegido con papel de aluminio) y de oxigeno (en corriente de nitrégeno). Durante
la extraccion, el aire que se encuentre por encima del liquido debe ser sustituido por nitrégeno (evitese llegar a una presién
excesiva ajlojando el tapén de vez en cuando).

5.1. Preparacion de la muestra

Triturar la muestra hasta que pase por un tamiz de malla de 1 mm, procurando evitar la produccién de calor. La
trituracién debe hacerse justo antes de la pesada y la saponificacién para que no haya pérdida de vitamina E.

5.2. Saponificacion

En funcién del contenido de vitamina E, pesar, con precision de 0,01 g, entre 2 gy 25 g de la muestra en un
matraz Erlenmeyer o de fondo plano de 500 ml (4.2.1). Afiadir sucesivamente, agitando circularmente, 130 ml
de etanol (3.1), unos 100 mg de BHT (3.12), 2 ml de solucién de ascorbato sédico (3.5) y 2 ml de solucién de
sulfuro sédico (3.6). Ajustar el condensador (4.3) al matraz e introducir éste en un bafio Marfa con agitador
magnético (4.7). Calentar hasta ebullicion y dejar hervir a reflujo durante 5 minutos. Afiadir entonces 25 ml de
solucién de hidréxido potésico (3.4) a través del condensador (4.3) y dejar hervir a reflujo durante 25 minutos
mds, agitando circularmente bajo una corriente lenta de nitrégeno. Enjuagar después el condensador con unos
20 ml de agua y enfriar el contenido del matraz hasta temperatura ambiente.

5.3. Extraccion

Pasar cuantitativamente por decantacion la solucién de saponificacion, enjuagando con un volumen total de
250 ml de agua, a una ampolla de decantacién de 1 000 ml (4.2.3) o al aparato de extraccion (4.8). Lavar el
matraz de saponificacion sucesivamente con 25 ml de etanol (3.1) y 100 ml de éter de petrdleo (3.2) y pasar los
liquidos de lavado a la ampolla de decantacion o al aparato de extraccién. La proporcién de agua y etanol en las
soluciones combinadas debe ser aproximadamente de 2:1. Sacudir enérgicamente durante 2 minutos y dejar
reposar durante otros 2 minutos.

5.3.1.  Extraccién con ampolla de decantacion (4.2.3)

Cuando se hayan separado las fases (véanse las observaciones del punto 7.3) pasar la fase de éter de petrdleo a
otra ampolla de decantacion (4.2.3). Repetir dos veces esta extraccion con 100 ml de éter de petrdleo (3.2) y dos
veces con 50 ml de éter de petréleo (3.2).
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Lavar dos veces los extractos combinados en la ampolla de decantacién girando suavemente (para evitar la
formacién de emulsiones) con sendos voliimenes de 100 ml de agua y sacudir después repetidamente con mds
porciones de 100 ml de agua hasta que el agua no se coloree al afiadir solucién de fenolftaleina (3.7)
(normalmente es suficiente con lavar cuatro veces). Pasar a un matraz aforado de 500 ml (4.2.2) el extracto
lavado, a través de un filtro plegado seco para separacion de fases (4.4) a fin de eliminar el agua que pudiera
haber en suspensién. Lavar la ampolla de decantacion y el filtro con 50 ml de éter de petrdleo (3.2), enrasar con
éter de petroleo (3.2) y mezclar bien.

5.3.2.  Extraccién con aparato de extraccion (4.8)

Cuando se hayan separado las fases (véanse las observaciones del punto 7.3) cambiar el tapén de la probeta
(4.8.1) por la pieza esmerilada (4.8.2) y colocar el extremo inferior con forma de U del tubo ajustable de manera
que quede justo por encima del nivel de la interfase. Aplicando nitrégeno a presion en el brazo lateral, pasar la
capa superior de éter de petrdleo a una ampolla de decantacién de 1 000 ml (4.2.3). Afiadir 100 ml de éter de
petréleo (3.2) a la bureta, tapar y sacudir bien. Dejar que se separen las fases y pasar la capa superior a la ampolla
de decantacién como antes. Repetir el procedimiento de extraccion con otros 100 ml de éter de petrdleo (3.2), y
después con dos porciones de 50 ml de éter de petréleo (3.2); afiadir las fases de éter de petréleo a la ampolla de
decantacion.

Lavar los extractos combinados de éter de petrdleo como se describe en 5.3.1 y seguir el procedimiento alli
descrito.

5.4. Preparaciéon de la solucion de muestra para la CLAR

Pasar con pipeta una porcién alicuota de la solucién de éter de petrdleo (de 5.3.1 o0 5.3.2) a un matraz piriforme
de 250 ml (4.2.4). Evaporar el disolvente casi por completo en el evaporador rotatorio (4.1) a presion reducida y
a una temperatura del bafio no superior a 40 °C. Volver a la presion atmosférica introduciendo nitrégeno (3.9) y
sacar el matraz del evaporador rotatorio. Eliminar el disolvente restante con corriente de nitrégeno (3.9) y
disolver inmediatamente el residuo en un volumen conocido (10-100 ml) de metanol (3.3) (la concentracién de
DL-a-tocoferol debe quedar entre 5 pg/ml y 30 pg/ml).

5.5. Determinacién por CLAR

La vitamina E se separa en una columna de fase inversa de C,, (4.5.1) y se mide su concentracién mediante un
detector de fluorescencia (excitacion: 295 nm, emisién: 330 nm) o un detector de UV (292 nm) (4.5.2).

Inyectar una porcién alicuota (por ejemplo 20 pl) de la solucion metandlica obtenida en 5.4 y eluir con la fase
movil (3.8). Calcular la altura (drea) media del pico con varias inyecciones de la misma solucién de muestra, asi
como la altura (drea) media del pico con varias inyecciones de las soluciones de calibrado (5.6.2).

Condiciones de CLAR

Las siguientes condiciones se proponen con caricter indicativo, por lo que podrdn aplicarse otras si ofrecen
resultados equivalentes.

Columna de cromatografia de liquidos (4.5.1): 250 mm x 4 mm, relleno de C,,, 5 0 10 pm, o equiva-
lente

Fase movil (3.8): Mezcla de metanol (3.3) y agua por ejemplo 980 + 20
(v+v).

Flujo: 1-2 ml/min

Detector (4.5.2): Detector de fluorescencia (excitacién: 295 nm [emision:

330 nm) o de UV (292 nm)

5.6. Calibrado (acetato de DL-a-tocoferol o DL-a-tocoferol)
5.6.1. Patrén de acetato de DL-a-tocoferol

5.6.1.1. Preparaciéon de la solucién patrén de trabajo

Pasar con pipeta a un matraz Erlenmeyer o de fondo plano de 500 ml (4.2.1) 25 ml de la solucién madre de
acetato de DL-a-tocoferol (3.10.1); realizar la hidrolisis segin se describe en el punto 5.2. Extraer después con
éter de petrdleo (3.2) segun el punto 5.3 y enrasar a 500 ml con éter de petrdleo. Evaporar 25 ml de este
extracto en el evaporador rotatorio (véase el punto 5.4) casi totalmente, eliminar el disolvente restante con una
corriente de nitrogeno (3.9) y volver a disolver el residuo en 25,0 ml de metanol (3.3). La concentracién
nominal de esta solucién es de 45,5 pg de DL-a-tocoferol por ml, equivalentes a 50 pg de acetato de
DL-a-tocoferol por ml. La soluciéon patrén de trabajo debe prepararse poco antes de utilizarse.
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5.6.1.2. Preparacion de las soluciones de calibrado y curva de calibrado

Pasar 1,0, 2,0, 4,0 y 10,0 ml de la solucién patrén de trabajo a una serie de matraces aforados de 20 ml, enrasar
con metanol (3.3) y mezclar. Las concentraciones nominales de estas soluciones son de 2,5, 5,0, 10,0 y 25,0 pg
de acetato de DL-a-tocoferol por ml, equivalentes a 2,28, 4,55, 9,10 y 22,8 pg de DL-a-tocoferol por ml.

Inyectar varias veces 20 pl de cada solucién de calibrado y determinar las alturas (dreas) medias de los picos.
Utilizando estos datos, trazar la curva de calibrado.

5.6.1.3. Normalizacion UV de la solucién madre de acetato de DL-a-tocoferol (3.10.1)

Diluir 5,0 ml de la solucién madre de acetato de DL-a-tocoferol (3.10.1) hasta 25,0 ml con etanol y medir el
espectro de UV de esta solucion frente al etanol (3.1) en el espectrofotometro (4.6) entre 250 nm y 320 nm.

El méximo de extincién debe encontrarse a 284 nm.

1%
E. 7 = 43,6 a 284 nm en etanol
1 cm

A esta dilucién debe obtenerse un valor de extincién entre 0,84 y 0,88.
5.6.2. Patron de DL-a-tocoferol

5.6.2.1. Preparaciéon de la solucién patrén de trabajo

Pasar con pipeta 2 ml de la solucién madre de DL-a-tocoferol (3.11.1) a un matraz aforado de 50 ml, disolver
con metanol (3.3) y enrasar con metanol. La concentracién nominal de esta solucién es de 40 pg de DL-a-toco-
ferol por ml, equivalentes a 44,0 pg de acetato de DL-a-tocoferol por ml. La solucidén patrén de trabajo debe
prepararse poco antes de utilizarse.

5.6.2.2. Preparacién de las soluciones de calibrado y curva de calibrado

Pasar 1,0, 2,0, 4,0 y 10,0 ml de la solucién patr6n de trabajo a una serie de matraces aforados de 20 ml, enrasar
con metanol (3.3) y mezclar. Las concentraciones nominales de estas soluciones son de 2,0, 4,0, 8,0 y 20,0 pg
de DL-a-tocoferol por ml, equivalentes a 2,20, 4,40, 8,79 y 22,0 pg de acetato de DL-a-tocoferol por ml

Inyectar varias veces 20 pl de cada solucion de calibrado y determinar las alturas (dreas) medias de los picos.
Utilizando estos datos, trazar la curva de calibrado.

5.6.2.3. Normalizaciéon UV de la solucién madre de DL-a-tocoferol (3.11.1)

Diluir 2,0 ml de la solucién madre de DL-a-tocoferol (3.11.1) hasta 25,0 ml con etanol y medir el espectro de
UV de esta solucion frente al etanol (3.1) en el espectrofotémetro (4.6) entre 250 nm y 320 nm. El mdximo de
absorcion debe encontrarse a 292 nm.

1 0,
E %o 75,8 a 292 nm en etanol
1cm

A esta dilucion debe obtenerse un valor de extinciéon de 0,6.

6. Ciélculo de los resultados

A partir de la altura (irea) media de los picos de vitamina E de la soluciéon de la muestra, determinar la
concentracion de la solucién de la muestra en pg/ml (calculada en acetato de DL-a-tocoferol) mediante la curva
de calibrado (5.6.1.2 0 5.6.2.2).

El contenido w de vitamina E de la muestra, expresado en mg/kg, se obtiene mediante la siguiente férmula:

500 B-V,
w=———— [mgfkg]
VvV, m
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7.2.
7.3.
7.4.

7.5.
7.6.
7.7.
7.8.

donde:
= concentracién de vitamina E en la solucién de la muestra (5.4) expresada en pg/ml

< =
I

volumen de la solucién de la muestra (5.4) en ml
volumen de la alicuota tomada en 5.4 en ml

<
I

B s
I

masa de la porcién de la muestra en g

Observaciones

En caso de muestras con baja concentracién de vitamina E puede ser dtil combinar los extractos de éter de
petréleo de las dos cargas de saponificacion (cantidad pesada: 25 g) en una tnica solucién de muestra para la
determinaciéon por CLAR.

El peso de la muestra tomada para el andlisis no debe contener mds de 2 g de grasa.
Si no se produce la separacion de las fases, afiadir unos 10 ml de etanol (3.1) para romper la emulsion.

Tras la medida espectrofotométrica de la solucién de acetato de DL-a-tocoferol o de DL-a-tocoferol segin 5.6.1.3
0 5.6.2.3, respectivamente, afiadir unos 10 mg de BHT (3.12) a la solucién (3.10.1 o 3.10.2) y guardar la
solucién en frigorifico (plazo maximo de conservacidén: cuatro semanas).

Puede utilizarse hidroquinona en lugar del BHT.
Es posible la separacién de a, B, x y &-tocoferol utilizando una columna de fase normal.
Pueden utilizarse unos 150 mg de 4cido ascérbico en lugar de la solucién de ascorbato sédico.

Pueden utilizarse unos 50 mg de EDTA en lugar de la solucién de sulfuro sédico.
Repetibilidad
La diferencia entre los resultados de dos determinaciones paralelas efectuadas con la misma muestra no debe

rebasar el 15 % del resultado superior.

Resultados de un estudio entre varios laboratorios ()

Premezcla Pienso Conc-entrado PieHS(? Lechén
premezclado mineral proteinico

L 12 12 12 12 12
n 48 48 48 48 48
Media [mg/kg] 17 380 1187 926 315 61,3
s, [mg]kg] 384 453 25,2 13,0 23
r [mg/kg] 1075 126,8 70,6 36,4 6,4
CV, [%] 2,2 3,8 2,7 4,1 3,8
s, [mg/kg] 830 65,0 55,5 18,9 7,8
R [mg/kg] 2324 182,0 155,4 52,9 21,8
v, [%] 48 5,5 6,0 6,0 12,7

L:  ndmero de laboratorios

n:  namero de valores individuales

s;  desviacién tipica de la repetibilidad

sg:  desviacion tipica de la reproducibilidad

r: repetibilidad

R:  reproducibilidad

CV.: coeficiente de variacién de la repetibilidad
CV,: coeficiente de variacién de la reproducibilidad

(') Realizado por el Grupo de trabajo sobre piensos de la asociacion Verband Deutscher Landwirtschaftlicher Untersuchungs- und

Forschungsanstalten (VDLUFA).
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Figura 1: Aparato de extraccion (4.8)
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Probeta (4.8.1)
(aproximadamente 48 cm de altura) Pieza esmerilada (4.8.2)
(aproximadamente

45 cm de longitud)

~<=—— Tubo ajustable

Fase de éter de petroleo l_/

Fase acuosa
+

pienso saponificado
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PARTE C
DETERMINACION DE TRIPTOFANO

1. Objeto y dmbito de aplicacién
El presente método permite la determinacién del triptéfano libre y total en los piensos. No distingue entre formas
Ly D.

2. Principio
Para la determinaci6n del triptofano total, la muestra se hidroliza en condiciones alcalinas con solucién saturada
de hidréxido de bario y calentando a 110 °C durante veinte horas. Tras la hidrélisis se afiade un patrén interno.
Para la determinacion del triptofano libre, la muestra se somete a extraccién en condiciones de acidez suave en
presencia de patrén interno.
El triptofano y el patrén interno presentes en el hidrolizado o en el extracto se determinan mediante cromato-
graffa de liquidos de alta resolucién (CLAR) con detecciéon por fluorescencia.

3. Reactivos

3.1. Agua bidestilada o de calidad equivalente (conductividad <10 pS/cm)

3.2. Patrén: triptéfano (pureza/contenido = 99 %), desecado al vacio sobre pentéxido fosforoso

3.3. Patrén interno: a-metil-triptfano (pureza/contenido = 99 %), desecado al vacio sobre pentdxido fosforoso

3.4. Hidréxido de bario octa-hidratado (debe procurarse no exponer excesivamente el Ba(OH),"8 H,O al aire a fin de
Zv;t)ar la formacién de BaCO,, que podria interferir con la determinacién (véanse las observaciones del punto

3.5. Hidréxido sédico

3.6. Acido orto-fosférico, w= 85 %

3.7. Acido clorhidrico, p,,= 1,19 g/ml

3.8. Metanol, grado CLAR

3.9. Eter de petréleo, intervalo de ebullicion: 40-60 °C

3.10.  Solucién de hidréxido sédico, ¢ = 1 mol/l:
Disolver 40,0 g de NaOH (3.5) en agua y llevar hasta 1 litro con agua (3.1)

3.11. Acido clorhidrico, c= 6 mol/l:
Tomar 492 ml de HCl (3.7) y llevar hasta 1 litro con agua

3.12.  Acido clorhidrico, c= 1 mol/l:
Tomar 82 ml de HCl (3.7) y llevar hasta 1 litro con agua

3.13.  Acido clorhidrico, ¢ = 0,1 mol/l:
Tomar 8,2 ml de HCl (3.7) y llevar hasta 1 litro con agua

3.14.  Acido orto-fosférico, ¢ = 0,5 mol/l:

Tomar 34 ml de é4cido orto-fosférico (3.6) y llevar hasta 1 litro con agua (3.1)
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3.17.

4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

5.1.

5.2.

Solucién concentrada de triptéfano (3.2), ¢= 2,50 pmol/ml:

En un matraz aforado de 500 ml disolver 0,2553 g de triptdfano (3.2) en 4cido clorhidrico (3.13) y enrasar con
dcido clorhidrico (3.13). Conservar a — 18 °C durante cuatro semanas como maximo.

Solucién concentrada de patrén interno, ¢ = 2,50 pmol/ml:

En un matraz aforado de 500 ml disolver 0,2728 g de a-metil-triptéfano (3.3) in édcido clorhidrico (3.13) y
enrasar con dcido clorhidrico (3.13). Conservar a — 18 °C durante cuatro semanas como mAaximo.

Solucién patrén de calibrado de triptfano y de patrén interno:

Tomar 2,00 ml de solucién concentrada de triptéfano (3.15) y 2,00 ml de solucién concentrada de patrén
interno (a-metil-tript6fano) (3.16). Diluir con agua (3.1) y metanol (3.8) hasta conseguir aproximadamente el
mismo volumen y la misma concentracién de metanol (10-30 %) que en el hidrolizado final.

Esta solucién debe prepararse poco antes de su utilizacién

Proteger de la luz solar directa durante su preparacion.

Acido acético

1,1,1-tricloro-2-metil-2-propanol

Etanolamina > 98 %

Solucién de 1 g de 1,1,1-tricloro-2-metil-2-propanol (3.19) en 100 ml de metanol (3.8)

Fase movil para CLAR: 3,00 g de dcido acético (3.18) + 900 ml de agua (3.1) + 50,0 ml de solucién (3.21) de

1,1,1-tricloro-2-metil-2-propanol (3.19) en metanol (3.8) (1 g /100 ml). Ajustar el pH a 5,00 con etanolamina
(3.20). Llevar a 1 000 ml con agua (3.1)

Equipo
Equipo de CLAR con detector por espectrofluorometria

Columna de cromatograffa de liquidos, de 125 mm x 4 mm, con relleno de C,,, de 3 pm, o equivalente

18
pH-metro

Matraz de polipropileno, de 125 ml de capacidad, boca ancha y tapén de rosca.
Filtro de membrana, 0,45 pm

Autoclave, 110 (2)°C, 1,4 (+ 0,1) bar

Agitador mecdnico o magnético

Mezclador de torbellino

Procedimiento

Preparacion de la muestra

La muestra se tritura para que pase por un tamiz de 0,5 mm. Las muestras muy himedas deben secarse al aire a
una temperatura no superior a 50 °C o bien liofilizarse antes de la trituracién. Las muestras con un elevado
contenido de grasa deben someterse a extraccién con éter de petréleo (3.9) antes de la trituracién.

Determinacion del triptéfano libre (extracto)

Pesar en un matraz Erlenmeyer, con precisién de 1 mg, una cantidad adecuada (1-5 g) de la muestra preparada
(5.1). Afiadir 100,0 ml de 4cido clorhidrico, ¢ = 0,1 mol/l (3.13) y 5,00 ml de solucién concentrada de patrén
interno (3.16). Agitar u homogeneizar durante 60 minutos utilizando un agitador magnético o mecénico (4.7).
Dejar sedimentar y pasar con pipeta a un vaso de precipitados 10,0 ml de la solucién sobrenadante. Afiadir
5 ml de dcido orto-fosférico, ¢ = 0,5 mol/1 (3.14). Ajustar el pH a 3 utilizando hidréxido sédico, ¢ = 1,0 mol/l
(3.10). Afadir suficiente metanol (3.8) para obtener una concentraciéon de metanol entre el 10 y el 30 % en el
volumen final. Pasar a un matraz aforado de capacidad adecuada y diluir con agua hasta conseguir un volumen
apropiado para la cromatograffa [aproximadamente el mismo volumen que la solucién patrén de calibrado
3.17)].
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5.3.

5.4.

Filtrar unos cuantos ml de la solucién a través de un filtro de membrana de 0,45 pm (4.5) antes de la inyeccién
en la columna de CLAR. Realizar la cromatografia de acuerdo con el punto 5.4.

Proteger la solucién patrén y los extractos de la luz solar directa. Si no es posible analizar los extractos el mismo
dia, pueden conservarse a 5°C durante tres dias como madximo.

Determinacion del triptéfano total (hidrolizado)

Pesar en el matraz de polipropileno (4.4), con precisiéon de 0,20 mg, entre 0,1 y 1 g de la muestra preparada
(5.1). La porcién pesada de muestra debe tener un contenido de nitrégeno de unos 10 mg. Afiadir 8,4 g de
hidréxido de bario octa-hidratado (3.4) y 10 ml de agua. Homogeneizar con un mezclador de torbellino (4.8) o
un agitador magnético (4.7). Dejar dentro de la mezcla el imdn recubierto de teflén. Lavar las paredes del
recipiente con 4 ml de agua. Poner el tapén de rosca y cerrar sin apretar. Pasar al autoclave (4.6) con agua
hirviendo y dejar en el vapor durante 30-60 minutos. Cerrar el autoclave y dejar a 110 (¢ 2) °C durante 20
horas.

Antes de abrir el autoclave reducir la temperatura hasta justo por debajo de 100 °C. Para evitar la cristalizaciéon
del Ba(OH), - 8 H,0, afadir a la mezcla caliente 30 ml de agua que esté a temperatura ambiente. Agitar o girar
suavemente. Afiadir 2,00 ml de solucién concentrada (3.16) de patrén interno (a-metil-triptéfano). Enfriar los
recipientes en bafio de aguajhielo durante 15 minutos.

A continuacién, afiadir 5 ml de dcido orto-fosférico, ¢ = 0,5 mol/l (3.14). Mantener el recipiente en el bafio frio
y neutralizar con HCl, ¢ = 6 mol/l (3.11) mientras se sigue girando; ajustar el pH a 3,0 con HCL, ¢ = 1 mol/l
(3.12). Afiadir suficiente metanol para obtener una concentracién de metanol entre el 10 y el 30 % en el
volumen final. Pasar a un matraz aforado de capacidad adecuada y diluir con agua hasta conseguir el volumen
definido necesario para la cromatografia (por ejemplo 100 ml). La adicién de metanol no debe producir
precipitacién.

Filtrar unos cuantos ml de la solucién a través de un filtro de membrana de 0,45 pm (4.5) antes de la inyeccién
en la columna de CLAR. Realizar la cromatografia de acuerdo con el punto 5.4.

Proteger la solucién patrén y los hidrolizados de la luz solar directa. Si no es posible analizar los hidrolizados el
mismo dfa, pueden conservarse a 5°C durante tres dias como maximo.

Determinacién por CLAR

Las siguientes condiciones de elucién isocrética se proponen con cardcter indicativo, por lo que podran aplicarse
otras si ofrecen resultados equivalentes (véanse también las observaciones de los puntos 9.1 y 9.2).

Columna de cromatograffa de liquidos (4.2): 125 mm x 4 mn, relleno de C,, 3 pm o equivalente

18’
Temperatura de la columna: Temperatura ambiente

Fase movil (3.22): 3,00 g de dcido acético (3.18)+ 900 ml de agua
(3.1) + 50,0 ml de solucién (3.21) de 1,1,1-tricloro-2-
metil-2-propanol (3.19) en metanol (3.8) (1 g /100 ml).
Ajustar el pH a 5,00 con etanolamina (3.20). Llevar a
1000 ml con agua (3.1)

Flujo: 1 ml/min
Tiempo total del ciclo: unos 34 min
Longitud de onda de deteccion: excitacion: 280 nm, emision: 356 nm

Volumen de inyeccién 20 pl

Célculo de los resultados

AxBxCxDxExMW

= g de triptéfano por 100 g de muestra
FxGxHx10000xW
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A = drea del pico de patrén interno, solucion patrén de calibrado (3.17)

B = drea del pico de triptéfano, extracto (5.2) o hidrolizado (5.3)

C = volumen en ml (2 ml) de la solucién concentrada de triptéfano (3.15) afiadida a la solucién de calibrado
(3.17)

D = concentracién en pmol/ml (=2,50) de la solucién concentrada de triptéfano (3.15) afiadida a la solucién

de calibrado (3.17)

E = volumen en ml la solucién concentrada de patrén interno (3.16) afiadida al extracto (5.2) (=5,00 ml) o
al hidrolizado (5.3) (=2,00 ml)

= drea del pico del patrén interno, extracto (5.2) o hidrolizado (5.3)
G = drea del pico de triptéfano, solucién patrén de calibrado (3.17)

= volumen en ml (=2,00 ml) de la solucién concentrada de patrén interno (3.16) afiadida a la solucién
patrén de calibrado (3.17)

W = peso de la muestra en g (corregido al peso original si se le ha quitado la humedad o la grasa)

MW = peso molecular del triptéfano (=204,23)

Repetibilidad

La diferencia entre los resultados de dos determinaciones paralelas efectuadas con la misma muestra no debe
rebasar el 10 % del resultado superior.

Resultados de un estudio entre varios laboratorios

Se organizé un estudio entre varios laboratorios de la Comunidad (cuarta comparacién) en el cual hasta doce
laboratorios analizaron tres muestras para certificar el método en cuanto a la hidrélisis. De cada muestra se
hicieron cinco andlisis. Los resultados se recogen en el cuadro siguiente:

Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3
Pi d Pienso para cerdos con Pienso concentrado
1600 para cerdos suplemento de L-triptéfano para cerdos
L 12 12 12
n 50 55 50
Media [g/kg] 2,42 3,40 4,22
s [g/kg] 0,05 0,05 0,08
r [g/ke] 0.14 0,14 022
CV, [%] 1,9 1,6 1,9
sy [g/kgl 0.15 0,20 0,09
R [g/ke] 0,42 0,56 025
CV, [%] 6,3 6,0 2,2

L:  ndmero de laboratorios que presentaron resultados

n:  ndmero de valores individuales aceptados tras eliminar los valores aberrantes (identificados por la prueba de valores
aberrantes de Cochran-Dixon)

s:  desviacion tipica de la repetibilidad

s,:  desviacion tipica de la reproducibilidad

r: repetibilidad

R:  reproducibilidad

CV;: coeficiente de variaciéon de la repetibilidad, en %

CV,: coeficiente de variacién de la reproducibilidad, en %

Se organizé otro estudio entre varios laboratorios de la Comunidad (tercera comparacion) en el cual hasta trece
laboratorios analizaron dos muestras para certificar el método en cuanto a la extraccién de triptéfano libre. De
cada muestra se hicieron cinco andlisis. Los resultados se recogen en el cuadro siguiente:
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Muestra 4

Mezcla de trigo y soja

Muestra

5

Mezcla de trigo y soja (= muestra 4) con
triptéfano afiadido (0,457 gfkgl)

L

n

Media [g/kg]
s, [g/kgl

r [g/kg]

V., [%)

sy [g/kg]

R [g/ke]
CV, [%]

12
55
0,391
0,005

0,014

12
60
0,931
0,012

0,034

L:  ndmero de laboratorios que presentaron resultados

I

aberrantes de Cochran-Dixon)

P
=,

repetibilidad
reproducibilidad

R

desviacion tipica de la repetibilidad
desviacion tipica de la reproducibilidad

V: coeficiente de variaciéon de la repetibilidad, en %

i
CV,: coeficiente de variacién de la reproducibilidad, en %

niimero de valores individuales aceptados tras eliminar los valores aberrantes (identificados por la prueba de valores

Se organizé otro estudio de comparacién entre varios laboratorios de la Comunidad en el cual hasta siete
laboratorios analizaron cuatro muestras para certificar el método en cuanto a la hidrélisis de triptéfano. De cada
muestra se hicieron cinco andlisis. Los resultados se recogen en el cuadro siguiente:

Muestra 1

Pienso mixto cerdos

Muestra 2
Harina de pescado con

Muestra 3

Harina de soja

Muestra 4

Leche desnatada

(CRM 117) bajo “(’gfh‘}[i‘iol ;‘ grasa (CRM 119) (Ceﬁﬁoll‘;‘(’))

L 7 7 7 7

n 25 30 30 30

Media [g/kg] 2,064 8,801 6,882 5,236
s, [g/kg] 0,021 0,101 0,089 0,040
r [g/kg] 0,059 0,283 0,249 0,112
CV, [%] 1,04 1,15 1,30 0,76
s, lg/kg] 0,031 0,413 0,283 0,221
R [g/kg] 0,087 1,156 0,792 0,619
v, [%] 1,48 4,69 4,11 4,22

L:  ntmero de laboratorios que presentaron resultados

n:  ndmero de valores individuales aceptados tras eliminar los valores aberrantes (identificados por la prueba de valores

aberrantes de Cochran-Dixon)
desviacién tipica de la repetibilidad
desviacion tipica de la reproducibilidad

s

Sg

r: repetibilidad

R:  reproducibilidad

CV: coeficiente de variacién de la repetibilidad, en %
CV,: coeficiente de variacion de la reproducibilidad, en %
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9.2.

9.3.

Observaciones

Las siguientes condiciones cromatogréficas pueden dar una mejor separacion entre el triptéfano y el a-metil-trip-
téfano.

Elucién isocrdtica seguida por lavado de la columna en gradiente:

Columna de cromatograffa de liquidos: 125 mm x 4 mm, relleno de C,,, 5 pm o equivalente
Temperatura de la columna: 32°C
Fase movil: A: 0,01 mol/l KH,PO,/metanol, 95+5 (V +V).
B: metanol
Programa de gradiente: 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
Flujo: 1,2 ml/min
Duracion total del ciclo: unos 33 min

La cromatograffa varfa en funcién del tipo de CLAR y del material de relleno de la columna que se utilice. El
sistema elegido debe proporcionar una separacion en la linea de base entre el triptofano y el patrén interno. Es
asimismo importante que los productos de degradacion se separen bien del triptéfano y del patrén interno.
Deben pasarse hidrolizados sin patrén interno para comprobar las impurezas de la linea de base bajo el patrén
interno. Es importante que el ciclo dure suficiente para que se eluyan todos los productos de degradacion; en
caso contrario, los picos de elucién tardia pueden interferir con los ciclos cromatograficos posteriores.

En la banda de funcionamiento, el sistema cromatografico debe dar una respuesta lineal. Esta ha de medirse con
una concentracién constante (la normal) del patrén interno y con concentraciones variables de triptéfano. Es
importante que el tamafio de los picos tanto de triptéfano como de patrén interno estén dentro de la banda
lineal del sistema de CLAR/fluorescencia. Si los picos de triptofano o de patrén interno fueran demasiado grandes
o demasiado pequefios, habria que repetir el andlisis con una muestra de otro tamafio o con un volumen final
distinto.

Hidréxido de bario

Con el tiempo, se va haciendo mds dificil disolver el hidréxido de bario. Esto hace que la solucién para la
determinacion por CLAR esté turbia, lo que puede provocar unos resultados bajos en cuanto al triptéfano.




