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Linedrni rozsah pifstroje je nutno zkontrolovat pro viechny aminokyseliny.

Standardni roztok se fedi citrdtovym tlumivym roztokem tak, aby se dosdhlo ploch piki uprostied tohoto
rozsahu.

Pokud je k analyze hydrolyziti pouZito zafizeni pro vysokotéinnou kapalinovou chromatografii, musi byt
podminky zkousek optimalizovany v souladu s doporucenim vyrobce.

Pfi pouziti této metody u krmiv obsahujicich vice nez 1 % chloridu (koncentraty, mineralni krmiva, doplikova
krmiva) mtze dojit k podhodnoceni obsahu methioninu, a musi se proto pouzit specidlni postup.

G. STANOVEN{ OBSAHU TRYPTOFANU
Ukel a rozsah

Tato metoda umoziuje stanoveni obsahu celkového a volného tryptofanu v krmivech. NerozliSuje mezi
D- a L- formou.

Princip

Pro stanoveni celkového tryptofanu se vzorek hydrolyzuje za alkalickych podminek nasycenym roztokem
hydroxidu barnatého pfi 110 °C po dobu 20 hodin. Po hydrolyze se pfiddvé vnitini standard.

Pro stanoveni volného tryptofanu se vzorek extrahuje za mirné kyselych podminek v pfitomnosti vnitintho
standardu.

Tryptofan a vnitini standard se stanovi v hydrolyzitu nebo extraktu metodou HPLC s fluorescen¢ni detekei.

Chemikilie

Dvakrét destilovand voda nebo voda stejné kvality (vodivost < 10 pS/cm).

Standardni ldtka: tryptofan (¢istota/obsah = 99 %), vakuové vysuSeny nad oxidem fosforecnym.

Vnitini standard: a-methyl-tryptofan (Cistotajobsah > 99 %), vakuové vysuseny nad oxidem fosfore¢nym.

Hydroxid barnaty, oktahydrit (Ba(OH), . 8 H,0), nesmi byt nadmérné vystavovan vzduchu, aby nedochazelo ke
vzniku BaCOs, ktery by mohl naruSovat stanoveni (viz pozndmka 9.3).

Hydroxid sodny.

Kyselina fosforecnd, w (w/w) = 85 %.

Kyselina chlorovodikovd, pyo 1,19 g/ml.

Methanol, pro HPLC.

Petrolether, bod varu 40-60 °C.

Roztok hydroxidu sodného, ¢ = 1 mol/l:

40,0 g NaOH (3.5) se rozpusti ve vodé a vodou (3.1) se doplni na 1 litr.
Kyselina chlorovodikovd, ¢ = 6 mol/l:

492 ml HCl (3.7) se doplni vodou na 1 litr.
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Kyselina chlorovodikovd, ¢ = 1 mol/l:

82 ml HCI (3.7) se doplni vodou na 1 litr.

Kyselina chlorovodikovd, ¢ = 0,1 mol/l:

8,2 ml HCI (3.7) se doplni vodou na 1 litr.

Kyselina fosforecnd, ¢ = 0,5 mol/l:

34 ml kyseliny fosforecné (3.6) se doplni vodou (3.1) na 1 litr.
Koncentrovany roztok tryptofanu (3.2), ¢ = 2,50 pmol/ml:

v 500 ml odmérné bance se rozpusti 0,2553 g tryptofanu (3.2) v kyselin¢ chlorovodikové (3.13) a doplni se ji po
znacku. Skladuje se pii —18 °C nejdéle 4 tydny.

Koncentrovany vnitini standardni roztok, ¢ = 2,50 pmol/ml:

v 500 ml odmérné barice se rozpusti 0,2728 g a-methyl-tryptofanu (3.3) v kyseliné chlorovodikové (3.13)
a doplni se ji po znacku. Skladuje se pii —18 °C nejdéle 4 tydny.

Kalibra¢ni standardni roztok tryptofanu a vnitintho standardu:

2,00 ml koncentrovaného roztoku tryptofanu (3.15) a 2,00 ml koncentrovaného roztoku vnitintho standardu
a-methyl-tryptofanu (3.16) se zfedi vodou (3.1) a methanolem (3.8) pfiblizné na stejny objem a stejnou
koncentraci methanolu (10-30 %) jako v kone¢ném hydrolyzatu.

Roztok musi byt pfipravovan Cerstvy pied pouzitim.

Béhem pripravy musi byt roztok chrdnén pied slune¢nim svétlem.

Kyselina octova.

1,1,1-trichloro-2-methyl-2-propanol.

Ethanolamin w (w/w) > 98 %.

Roztok 1 g 1,1,1-trichloro-2-methyl-2-propanolu (3.19) ve 100 ml methanolu (3.8).

Mobilni fize pro HPLC: 3,00 g kyseliny octové (3.18) + 900 ml vody (3.1) + 50,0 ml roztoku (3.21)
1,1,1-trichloro-2-methyl-2-propanolu (3.19) v methanolu (3.8) (1 g/100 ml). pH se upravi ethanolaminem
(3.20) na hodnotu 5,00. Doplni se vodou (3.1) na 1 000 ml.

Piistroje a pomdcky

HPLC vybaveni s fluorometrickym detektorem.

Kolona pro kapalinovou chromatografii, 125 mm x 4 mm, Cyg, ndplit 3 pm, nebo obdobnd.
pH metr.

Nédoba polypropylenova s sirokym hrdlem a Sroubovacim uzdvérem o objemu 125 ml.
Membranovy filtr, 0,45 pm.

Autokldv, 110 (£2) °C, 1,4 (£ 0,1) bar.

Mechanicka tfepacka nebo magnetické michaci zafizeni.

Ponorny mixér.
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Postup
Priprava vzorkii

Vzorek se upravi mletim tak, aby prosel sitem s oky 0,5 mm. Vzorky s vysokym obsahem vlhkosti musi byt pfed
mletim pfedsuseny bud na vzduchu pii teploté do 50 °C, nebo pii zmrazeni. Vzorky s vysokym obsahem tuku se
pied mletim extrahuji petroletherem (3.9).

Stanoveni volného tryptofanu (extrakt)

Vhodné mnozstvi (1-5 g) upraveného vzorku (5.1) se navazi s piesnosti na 1 mg do konické banky. Prida se
100,0 ml roztoku kyseliny chlorovodikové (3.13) a 5,00 ml koncentrovaného roztoku vnitintho standardu
(3.16). Smés se tfepe nebo michd 60 minut na mechanické tfepacce nebo magnetickém michacim zafizeni (4.7).
Sediment se nechd usadit a odpipetuje se 10,0 ml supernatantu do kadinky. P¥idd se 5 ml roztoku kyseliny
fosforecné (3.14). pH se upravi roztokem hydroxidu sodného (3.10) na 3,0. Pfidd se tolik methanolu (3.8), aby
jeho konec¢nd koncentrace v roztoku byla 10-30 %. Roztok se prevede do odmérné bariky vhodného objemu
a zfedi se vodou na objem potfebny pro chromatografické stanoveni (pfiblizné stejny objem, jako maji kalibra¢ni
standardni roztoky (3.17)).

Pred néstiikem na kolonu HPLC se piefiltruje nékolik ml roztoku pfes 0,45 pm membrédnovy filtr (4.5). Dile se
postupuje podle bodu 5.4 — chromatografie.

Standardni roztok a extrakty je nutno chrdnit pfed pfimym slune¢nim svétlem. Pokud neni mozné provést
zkousku tentyz den, extrakty lze skladovat pii 5 °C nejvyse tii dny.

Stanoveni celkového tryptofanu (hydrolyzdt)

Do polypropylenové nddoby (4.4) se navdzi 0,1-1 g upraveného vzorku (5.1) s pfesnosti na 0,2 mg. Obsah
dusiku v navdzce vzorku je asi 10 mg. Pridd se 8,4 g oktahydritu hydroxidu barnatého (3.4) a 10 ml vody.
Promichd se ponornym mixerem (4.8) nebo na magnetickém michacim zafizeni (4.7). Magnet s teflonovym
povrchem se ponechd ve smési. Stény nddoby se oplichnou 4 ml vody. Néddoba se uzavie a vicko se volné
dotéhne. Uzaviend nddoba se umisti na 30-60 minut do autokldvu (4.6) s vrouci vodou a pdrou. Potom se
autokldv uzavie a smés se hydrolyzuje 20 hodin pfi teploté 110 ( 2) °C.

Pred otevienim autokldvu se snizi teplota pod 100 °C. Aby se zabrénilo krystalizaci Ba(OH), . 8 H,O, pfidd se
k horké smési 30 ml vody o laboratorni teploté. Mirné se zamichd nebo protiepe. Pfidaji se 2,00 ml roztoku
koncentrovaného vnitiniho standardu a-methyl-tryptofanu (3.16). Nadoba se vychladi 15 minut ve vodni 1dzni
s ledem.

Dile se piidd 5 ml roztoku kyseliny fosforec¢né (3.14). Nadoba se ponechd v ledové ldzni a za stdlého michani se
neutralizuje roztokem kyseliny chlorovodikové (3.11) a potom se pH upravi roztokem kyseliny chlorovodikové
(3.12) na hodnotu 3,0. Pfidd se tolik methanolu, aby jeho vyslednd koncentrace v kone¢ném objemu byla
10-30 %. Roztok se pievede do odmérné bariky vhodného objemu a zfedi se vodou na stanoveny objem, ktery
je nutny pro chromatografické stanoveni (napt. 100 ml). Pfidavek methanolu nesmi zptisobit tvorbu sraZeniny.

Pred nastfikem na kolonu HPLC se prefiltruje nékolik ml roztoku pres 0,45 pm membranovy filtr (4.5). Déle se
postupuje podle bodu 5.4 — chromatografie.

Standardni roztok a hydrolyzaty je nutno chrdnit pfed pfimym slunecnim svétlem. Pokud neni mozné provést
zkousku tentyZz den, hydrolyzéty lze skladovat pii 5 °C nejvyse tii dny.
Stanoveni HPLC

Nasledujici podminky izokratické eluce jsou pouze doporucené; mohou byt pouzity jiné podminky za
piedpokladu, ze poskytuji rovnocenné vysledky (viz pozndmky 9.1 a 9.2):

Kolona pro kapalinovou 125 mm x 4 mm, Cyg, ndplt 3 pm, nebo obdobnd
chromatografii (4.2):

Teplota kolony: laboratorni teplota

Mobilni fize (3.22): 3,00 g kyseliny octové (3.18) + 900 ml vody (3.1) + 50,0 ml roztoku (3.21)
1,1,1- trichlor-2-methyl-2-propanolu (3.19) v methanolu (3.8) (1 g/100 ml). pH se
upravi na 5,00 ethanolaminem (3.20). Objem se doplni na 1 000 ml vodou (3.1).

Pritok: 1 ml/min

Celkovd doba zkousky:  asi 34 minut

Detekéni vinova délka: excitace: 280 nm, emise: 356 nm

Objem ndstiiku: 20 pl.
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6. Vypocet a vyjadieni vysledki

Obsah tryptofanu (X) v g na 100 g vzorku se vypocte podle ndsledujictho vzorce:

_A><B><V1><c><V2><M
“CxDxV;x10 000 x m

A = plocha piku vnitintho standardu v kalibracnim standardnim roztoku (3.17)
B = plocha piku tryptofanu v extraktu (5.2) nebo hydrolyzatu (5.3)
V; = objem koncentrovaného roztoku tryptofanu (3.15) pfidaného do kalibra¢niho roztoku (3.17) v ml (2 ml)

¢ = koncentrace tryptofanu v koncentrovaném roztoku tryptofanu (3.15) pfidaném do kalibracniho roztoku
(3.17) v pmol/ml (= 2,50)

V, = objem koncentrovaného roztoku vnitiniho standardu (3.16) pfidany pii extrakei (5.2) (= 5,00 ml) nebo do
hydrolyzatu (5.3) v ml (= 2,00 ml)

C = plocha piku vnitintho standardu v extraktu (5.2) nebo hydrolyzatu (5.3)
= plocha piku tryptofanu v kalibra¢nim standardnim roztoku (3.17)

V; = objem koncentrovaného roztoku vnitintho standardu (3.16) pridaného do kalibra¢niho standardniho
roztoku (3.17) v ml (= 2,00 ml)

m = hmotnost navazky vzorku v g (korigovand na pavodni hmotnost, pokud byl vzorek vysusen a/nebo
odtucnén)

M = molekuldrni hmotnost tryptofanu (= 204,23 g/mol).

7. Opakovatelnost

Rozdil mezi vysledky dvou paralelnich stanoveni provedenych na stejném vzorku nesmi prekrocit 10 % relat.
z hodnoty nejvyssitho vysledku.

8. Vysledky kruhovych testi

ES usporadala kruhové testy (4. porovndni) pro tfi vzorky, které byly zkouseny ve 12 laboratofich, aby byl ovéfen
postup stanoveni celkového tryptofanu (hydrolyza). Kazdy vzorek byl zkousen pétkrat. Vysledky jsou uvedeny
v nésledujici tabulce:

Vzorek 1 . Vzorek 2 B Vzorek 3
Krmivo pro prasata Krdr;‘:;’;(;np{(_)tfylgtsggnse&n- Koncentrét pro prasata
L 12 12 12
n 50 55 50
Priimér (g/kg) 2,42 3,40 4,22
s: (g/kg) 0,05 0,05 0,08
r (g/kg) 0,14 0,14 0,22
CV, (%) 1,9 1,6 1,9
Sk (g/kg) 0,15 0,20 0,09
R (g/kg) 0,42 0,56 0,25
CVx (%) 6,3 6,0 2,2

L = pocet laboratori, které poskytly vysledky
n = pocet jednotlivych vysledkd po vylouceni odlehlych hodnot (uréenych Cochranovym a Dixonovym

testem)
s, = standardni odchylka opakovatelnosti
Sk = standardni odchylka reprodukovatelnosti
r = opakovatelnost
R = reprodukovatelnost

CV, = varia¢ni koeficient opakovatelnosti v %

CVy = variacni koeficient reprodukovatelnosti v %
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Daldi kruhovy test ES (3. porovndni) byl proveden na dvou vzorcich ve 13 laboratofich pro ovéfeni postupu
extrakce volného tryptofanu. Kazdy vzorek byl zkousen pétkrat. Vysledky jsou uvedeny v ndsledujici tabulce:

v Vzorek 5

zorek 4 o .

Smés pienice a soii Smés psenice a soji (= vzorek 4) s pii-
P ) danym tryptofanem (0,457 g[kg)

L 12 12

n 55 60

Prﬁr;lkér (g/kg) 0,391 0,931

s (glkg) 0,005 0,012

r (g/kg) 0,014 0,034

CV; (%) 1,34 1,34

Sk (g[kg) 0,018 0,048

R (g/kg) 0,050 0,134

CVy (%) 4,71 511

L = pocet laboratofi, které poskytly vysledky
n = pocet jednotlivych vysledkd po vylouceni odlehlych hodnot (uréenych Cochranovym a Dixonovym

testem)
s, = standardni odchylka opakovatelnosti
Sg = standardni odchylka reprodukovatelnosti
r = opakovatelnost
R = reprodukovatelnost

CV, = varia¢ni koeficient opakovatelnosti v %

CVy = varia¢ni koeficient reprodukovatelnosti v %

Dalsi kruhovy test ES byla proveden na na ¢tyfech vzorcich v 7 laboratofich pro ovéfeni hydrolyzy tryptofanu.
Kazdy vzorek byl zkousen pétkrat. Vysledky jsou uvedeny nize.

Vzlorekvl ) Vzorvek)2 ) Vazorek 3 ) V’zorekv4 N
Krmnd smés pro lekotucnlf rybi S6jové moutka Susené (;dlitredene
prasata moucka mléko
(CRM 117) (CRM 118) (CRM 119) (CRM 120)
L 7 7 7 7
n 25 30 30 30
Pramér (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
Sk (g/kg) 0,031 0,413 0,283 0,221
R (g/kg) 0,087 1,156 0,792 0,619
CVy (%) 1,48 4,69 4,11 4,22

L = pocet laboratofi, které poskytly vysledky
n = pocet jednotlivych vysledkd po vylouceni odlehlych hodnot (uréenych Cochranovym a Dixonovym

testem)
s, = standardni odchylka opakovatelnosti
Sk = standardni odchylka reprodukovatelnosti
r = opakovatelnost
R = reprodukovatelnost

CV, = varia¢ni koeficient opakovatelnosti v %

CVy = varia¢ni koeficient reprodukovatelnosti v %.

Pozndmky

Pro lepsi oddéleni tryptofanu a a-methyl-tryptofanu jsou doporuceny nize uvedené zvldstni podminky pro
chromatografii.
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Po izokratické eluci ndsleduje gradientové ¢isténi kolony:

Kolona pro kapalinovou 125 mm x 4 mm, Cyg, ndplit 5 um, nebo obdobna

chromatografii:

Teplota kolony: 32°C

Mobilni féze: A: 0,01 mol/l KH,PO, a methanol, 95 + 5 (V+V)
B: methanol

Gradient: 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

Préitok: 1,2 ml/min

Celkovd doba zkousky:  asi 33 minut.

Chromatografie se miize ménit podle typu HPLC a ndplné kolony. Zvoleny systém musi byt schopen oddélit
tryptofan a vnitini standard az na zdkladni ,baseline”. Navic je dalezité, aby byly degrada¢ni produkty dobfe
oddéleny od tryptofanu a vnitintho standardu. Pro kontrolu obsahu necistot, které by se mohly eluovat ve
stejném Case jako vnitfni standard, se provede zkouska hydrolyzitu bez pfidaného vnitintho standardu. Je
dulezité, aby celkovd doba zkousky byla dostatecnd pro dokonalé vymyti viech degradacnich produktd, jinak
muze dochdzet v nésledujicich chromatografiich k interferencim.

Chromatograficky systém musi v rozsahu méfeni poskytovat linedrni odezvu. Linedrni odezva se méi
s konstantni (normdlni) koncentraci vnitiniho standardu a riznymi koncentracemi tryptofanu. Je ddlezité, aby
velikost pikdi tryptofanu i vnitfntho standardu byla v linedrnim rozsahu HPLC/fluorescen¢niho systému. Pokud
jsou piky tryptofanu ajnebo vnitintho standardu pili§ velké nebo pfili§ malé, zkouska se zopakuje s jinou
navadzkou vzorku a/nebo s jinym koneénym objemem.

Hydroxid barnaty

Starnutim hydroxidu barnatého se zhorsuje jeho rozpustnost, coz zptisobuje, Ze roztok pro stanoveni HPLC neni
¢iry a vysledky obsahu tryptofanu mohou byt nizké.

H. STANOVENI OBSAHU TUKU
Ukel a rozsah

Touto metodou se stanovi obsah tuku v krmivech. Metoda se nevztahuje na zkouseni olejnatych semen a plodin.

Podle druhu a slozeni krmiva a podle tcelu, pro ktery se zkouska provadi, se pouzije jeden ze dvou nize
uvedenych postupt.
Postup A — piimo extrahovatelné tuky

Tato metoda je pouzitelnd pro krmiva rostlinného ptivodu s vyjimkou téch, kterd jsou uvedena v postupu B.

Postup B — celkové tuky

Tato metoda je pouzitelnd pro krmiva zivocisného ptvodu a pro viechny krmné smési. Pouzivd se pro viechny
materidly, z nichZ neni mozné tuk zcela extrahovat bez predchozi hydrolyzy (napt. lepky, kvasnice, bramborové
proteiny a vyrobky, které byly podrobeny zpracovani, jako je vytlacovani, vlockovani a zahfivani).

Interpretace vysledkil

Ve viech piipadech, kdy se doséhlo postupem B vyssiho vysledku nez postupem A, je tieba povazovat za platnou
hodnotu vysledek dosazeny postupem B.
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