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TOMAYy PREPARACION DE MUESTRA ORDEN PRE/3844/2004 (anexo |)
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METODOS DE ANALISIS ORDEN PRE/3844/2004 (anexo Il)

Picado/trituracion y homogeneizacion de tiras
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METODOS DE ANALISIS

GC-FID y GC-C-IRMS HPLC-FLD

Preparacion de los ésteres metilicos Extraccion

ORDEN PRE/3844/2004, de 18 de noviembre, por la que Simplified sample preparation and rapid detection by RP-
se establecen los métodos oficiales de toma de muestras / HPLC/FLD of tocopherols and tocotrienols in
en canales de cerdos ibéricos y el método de analisis para p margarines: Preliminary screening of plants fats -
la determinacién de la composicion de acidos grasos de potencial quality markers. Eur. J. Lipid Sci. Technol. 2015,
los lipidos totales del tejido adiposo subcutaneo 117, 1589-1597. Pawel Gornas and Aleksander Siger.

de cerdos ibéricos

Pesar ~ 0,1 g de grasa fundida Pesar grasa fundida en un tubo de
en un tubo de vidrio de 15 ml et plastico de 50 ml

Adicionar 4 ml de hexano y Adicionar isopropanol y

~ disolver la grasa en vortex

disolver la grasa en vortex
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METODOS DE ANALISIS ORDEN PRE/3844/2004 (anexo Il)
GC-FID y GC-C-IRMS HPLC-FLD
FAMES O13C, eico( %00) v-Tocoferol

Adicionar 200 ul de KOH 2M Calentar el tubo

agitar en vortex y
-+ dejar en reposo 30 min

Tomar 1 ml de la fase superior y Filtrar por 0,2 um a un k

llevar a un vial cromatografico vial cromatografico j o
Vi

’r-}a
e “_
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TECNICAS INSTRUMENTALES
GC-FID - GC-C-IRMS HPLC FLD

DETERMINACION

Perfil de acidos grasos Relacidn isotdpica 3C/12C Isomeros vitamina E
C16:0, C18:0, C18:1, C18:2 (%) OBC, jeico(%0) v-Tocoferol (mg/kg)
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PERFIL DE ACIDOS GRASOS. Método instrumental

FID1 A, Front Signal (FAMES2021v 1 NOVIEMBREZ1-1670 ASICI 2021-11-08 10-51-448210401670-1.D)

GC-FID = P
- \SZ!;}
Columna: Omegawax _
30 m x 032 mm, 0,25 um film ™ :
| o
W
Gas portador: Helio 11 psi .
Inyeccion: 0,2 ul, Split 50:1 =
Inyector: 260 °C 20 A
T
Horno: d s i e : P
T? inicial 190 °C, 2min : r 2t 8s° S e e @ Sﬁ o
Rampa 5 °C/min 3 3 87| 1] &8 e 29
o ; AL LA AL SUEL A
T* final 230 °C, 3 min 2 a ’ ‘ o E

Detector: 260 °C
40 ml H2 / 400 ml Aire 12 de acidos grasos
Cle6:0 C18:0, C18:1, C18:2
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RELACION ISOTOPICA. Método instrumental

coz | R || Sy W S S | ] R

= = -
G C C I R M S Species Batch | Single | Initislise | Frocess| Output| Inspect| Graph Zoom | Replot Method|  Show ‘
59 0000E-09
<4 D000E-10 6:C18:1
4 .0000E-08
1.0000E01 1:C02 2:C02 3-REFCO2) 8:C02 9:C02
>
2
3
21
4:C16:0
Calculation Results (From Sample File)
MName Peak Area |DeltaPDB Ratio 2:1 Retention Tirme Peak Height
13
1 coz 51585e-08  -30.83 0.01158083: 310 £.9720e-09 5:C18:0 7:C182
2 coz 51491e-08 -30.82 0.01153092¢ 460 £.9461e-09
5.0444e-08  -30.99 0.01158906E 610 £.8342e-09
4 C16:0 1.8965e-08  -26.40 0.011640108 765 45195e-09
5 C18:0 8.1985e-09  -2758 0.01162696¢ 888 1.7511e-09
B C18:1 51072e-08  -26.75 0011636262 939 7.4711e-09 J @
7 C1a:2 8.2807e-09  -31.95 0.011578181 1006 1.6521e-09 e oa = a5 e =1 = e TG P A= s
g coz 51158e-08  -30.98 0.011589070 1110 6.9173e-09 -
PR me e i Ti T 14
3 [coz  |s0910e-08 3103 0071588560 1220 £.6737e-09 me 4719 ZEEUE e

Relacion isotdpica 13C/12C

Indice isotdpico =
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TOCOFEROLES. Método instrumental

HPLC-FLD

Columna: C18
4.6 mm DI x 150 L mm, 5 um

LL1 A, Ex=295, Em=330 (220321 TOC_220858-221581 2022-03-21 11-47-Z8MRTA.D)

Fase movil: 1 ml
Agua/Metanol: 2/98%
Isocratica

Inyeccion: 25 ul

Horno: 40°C

Detector: Fluorescencia
Excitacion 295 nm
Emision 330 nm

Isdmeros vitamina E: Y-Tocoferol
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ISOMEROS VITAMINA E

a-Tocopherol a-Tocotrienol LC/UV Conditions

o Column: Kinetex 2.6 pm F5
Dimensions: 150 x 4.6 mm
o & Part No.: 00F-4723-E0

Mobile Phase: A:Water

B: Methanol
Gradient: Time (min) %B
p-Tocopherol p-Tocotrienal 0 85
1 85
HU“_’.—'.;-:H T HO ok ’ 15 100
\) [\ “'[’ B "J 17 100
- R‘D_, e o o o e, 'n.c>'-"'""-0f' ;_k_J__,_‘_k:;_ﬂ,‘_“l‘_.\,ﬁ_y_,_.,.‘._‘..J_,_.,_\“’ﬁ, 18 &85
23 85
Flow Rate: 1.2 mL/min
: Temperature: 42°C
y-Tocopherol y-Tocotrienol Detection: UV @ 290 nm .
HO._ HO 1. Delta Tocotrienol 6. Beta Tocopherol
XL Badak —JAXladadoos 2. Beta Tocotrienol 7_Gamma Tocopherol
s 3. Gamma Tocotrienol 8. Alpha Tocopherol
60 4. Alpha Tocotrienol 9. Vitamin E Acetate
5-Tocopherol S I | 5. Delta Tocopherol 10. Tocopherol Nicotinate
N
HO. o~ HO:
: 40 5 7
.\__,L 0L,-’""H,_,’”'"'-._,’“"--_,-’H"'.,_,r""*.,_,r"-\_ mw - 3 L .
20+
Vitamin E Acetate Tocopherol Nicotinate . 10
o i
iy | AN
T I\J\/\/\/"W“W ~ N s A ) ) ) ) 1 et —
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, INTERVALO DE TRABAJO
PATRONES Y CALIBRACION: o y y-tocoferol a-tocoferol Y-tocofetol

1-15 mg/kg 0.2-10 mg/kg
Alfa-tocoferol con pureza >99% PATRONES

| P1 | P2 | P3| P4 | P5
Supelco 47783, 100 mg Volumen inj. ul 1 2 5 8 10

yv-Tocoferol mg/l 0,010 0,10 0,20 0,30 0,50
o-Tocoferol mg/l 0,050 0,15 0,35 0,50 0,75

Gamma-tocoferol con pureza >95%
Supelco 47785, 25 mg.

Calibrados de tocoferoles

Beta-tocoferol, con pureza >99% 60
Supelco 46401-U, 50 mg/ml en hexano y = 110,72x + 0,156
o R2=1

UNE-EN 12822:2014 40 g V2K 01I55
- R2=1

Productos alimenticios 3 E .o

Determinacion de vitamina E mediante = . . e

cromatografia liquida de alta resolucién. Medicidn s o ® a-Tocoferol

de los tocoferoles alfa-, beta-, gamma- y delta ..;. ® g-Tocoferol

4.10.5. Ensayos de concentracion y pureza . %

Medicion absorbancia por espectrofotometria UV 0,0 0,2 0,4 0,6 0.6 ¢ (mg/1) !
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MATERIALES DE REFERENCIA CERTIFICADOS

CERTIFIED REFERENCE MATERIAL INFORMATIVO
Vitamin CRM 122 (Margarine)
CERTIFICATE OF ANALYSIS :
[nfomatlﬁg\;lguc (range)
CRM 122 MARGARINE -
A (all-trans-retinol) 7.3 (6.2-8.3)
Mass fraction 13-cis-retinol 0.36 (0.3-0.5)
Vitamin Certified Value " Uncertainty e p @ Vitamin E isomers:
expressed n mgkg expressed in me/ke f-tocopherol 103 (7-13)
D; (cholecalciferol) 0.125 0.007 12 L st
E (a-tocopherol) 241 12 9
MATERIALES DE REFERENCIA INTERNOS
GRASA DE CERDO IBERICO
MRT-1 o-tocoferol = 6,8 mg/kg Y-tocoferol = 1,3 mg/kg

MRT-2 o-tocoferol = 7,4 mg/kg Y-tocoferol = 2,3 mg/kg
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ASEGURAMIENTO DE LA CALIDAD
CONTROL INTERNO INTERLABORATORIOS

Exactitud

BCR-122  a-tocoferol =241 mg/kg Analytik von Speisedl 2018 (aceite)

LVU (Laborvergleichsuntersuchungen)

MR g_tOCOfe ol 1,3 mg/kg aboratori iona ExaCtitUd
arametros ) . °
50 laboratorio | asighado (%)

01 LSI LSS ——%E COLUMNA FASE NORMAL Prevail Silica, 5 um, 250 x 4.6 mm de Alltech
30 ] Tocoferoles totales mg/100g 45.9 46.50 -0.1 1,3
20 A 0-toCOTErOl. .vvovveeeeeeen %  96.6 96.6 0.0 0,0
10 - - —— B-tocoferol...........cceeuennenne % 2.6 2.68 -0.3 3,0
10 -
20 ] COLUMNA FASE REVERSA C18, 5 um, 150 x 4.6 mm de Agilent
-30 ] Tocoferoles totales mg/100g 47.15 46.50 0,2 -1,4
'28 i | O-tOCOTErOl..ccnvveeree % 954 96.6 0,3 1,2
0 10 20 30 40 50

Los resultados de tocoferoles totales vienen en mg/100g de muestra y los
isémeros en porcentaje relativo de la suma de todos los isémeros.

Los isdbmeros beta y gamma no se pueden separar en fase reversa. La suma total
de ambos = 4.6%.
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