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STANOVENI OBSAHU TAURINU

1 Utel a rozsah

Tato metoda specifikuje podminky pro stanoveni taurinu v krmivech metodou ionexové
chromatografie s postkolonovou derivatizaci ninhydrinem.
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Obrazek 1. Taurin.

2 Princip

Volny, nejéastéji do krmnych smési pfidany taurin, Se ze vzorku vyextrahuje roztokem
kyseliny chlorovodikové.

Obsah taurinu se stanovi metodou ionexové chromatografie s postkolonovou derivatizaci
ninhydrinem.

3 Chemikalie

PouZzivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.
1 Kyselina chlorovodikova, 35%.
2 Kyselina chlorovodikova, roztok c(HCI) = 0,1 mol/l.

Ptiprava: Do dvoulitrové odmérné banky se nalije 1 1 vody (10), pfida se 17,2 ml
kyseliny chlorovodikové (1) a poté se doplni po znacku vodou (10). Smés se pak
prevede do tmavé zasobni lahve. Uchové se pti laboratorni teploté po dobu maximalné
6 mésicu.

Dusik (¢istoty 5.0).

Citronan sodny, dihydrat, CeHsNazO7.2H:0.

Kyselina citronova, monohydrat, CsH4(OH).(COOH)s.H0.

Chlorid sodny, NaCl.

Azid sodny, NaNs.
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Hydroxid sodny, NaOH.
Hydroxid sodny, NaOH, roztok o koncentraci 0,5 g/ml.

Piiprava: Do 200ml kadinky se navazi 50 g hydroxidu sodného (8). Navazka
se rozpusti asi ve 40 ml vody (10). Po ochlazeni se pievede do 100ml odmérné banky
a doplni se po znacku vodou (10). Roztok se uchovava V plastové nadobé
pfi laboratorni teploté po dobu maximalné 6 mésict.

Voda (deionizovana, demineralizovana nebo destilovana) odpovidajici stupni 1 podle
EN ISO 3696.

Thiodiglykol, koncentrovany, C4H1002S. Dodéava se komercné od ovéfeného vyrobce.
Ninhydrin, CoHgO4s. Dodava se komeréné od ovéfeného vyrobce.
Ninhydrin, zasobni roztok.

Pfiprava: Navazi se 20 g ninhydrinu (12), ktery se pifevede do tmavé zasobni lahve
oobjemu 2,5 | arozpusti v 750 ml methylcellosolvu (15). Rozpousténi probiha
za probublavani inertnim plynem (3) pod dvoucestnym kohoutem. Po rozpusténi
se piida 250 ml acetatového tlumivého roztoku (16) a dale 1 g hydrindantinu (14)
rozpusténého v malém mnozstvi metylcellosolvu (15). Po uzavieni se roztok necha
jesté asi 10 min probublévat inertnim plynem (3) a pak se vystup ze zasobni lahve
pripoji na zdsobni méch inertniho plynu v pfistroji.

Hydrindantin, C1gH140s. Dodava se komeréné od ovéfeného vyrobce.

Methylcellosolv, C3HgO2, Dodava se komeréné od ovéfeného vyrobcee.

Acetatovy tlumivy roztok, pH = 5,5, dodava se komeréné, napf. firma ZMBD Chemik.
Taurin, standardni latka, > 99,5 %, Sigma Aldrich, NH2CH>CH>SOzH, M, = 125,15.
Taurin, standardni roztok taurinu, 2,5 pmol/ml, fedény tlumivym roztokem (25).

Ptiprava: Pro pfipravu 100 ml standardniho roztoku taurinu se ptesné navazi 0,0313 g
taurinu (17), navazka se kvantitativné pfevede do 100ml odmérné baiky a piida se
50 ml vody (10) a 1 ml kyseliny chlorovodikové (1), po rozpusténi se doplni vodou
(10) po znacku. Pii uchovavani pii teploté (4 — 8) °C je tento roztok stabilni nejméné
6 mésici.

Taurin, pracovni standardni roztok taurinu — 0,25 pmol/ml, fedény tlumivym
roztokem (25).

Piiprava: Do 50ml odmérné banky se odpipetuje piesné 5 ml standardniho roztoku
taurinu (18), poté se doplni po znacku tlumivym roztokem (25). Pti uchovévani
pfi teploté (4 — 8) °C je tento roztok stabilni nejméné 6 mésicu.

Ionexova kolona s naplni Poly 8. Dodéava se od ovéteného vyrobce.
Ionexova piedkolona s naplni Ostion KS 0804. Dodava se od ovéfeného vyrobce.
Ethanol, ¢isty, 96%.
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23 Tlumivy roztok, pH = 2,6. V programu je oznac¢ovan jako tlumivy roztok ¢. 1 (Tabulka
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Piiprava: Do 1000ml odmérné banky se navazi 11,54 g kyseliny citronové (5), 3,45 g
citronanu sodného (4), 9,65 g chloridu sodného (6), 0,1 g azidu sodného (7), pipetou
se odm¢éfi 2,5 ml thiodiglykolu (11), pfida se asi 500 ml vody (10) a obsah se necha
rozpustit. Poté se bainka doplni po znac¢ku vodou (10).

Regeneracni tlumivy roztok. V programu je oznaCovana jako tlumivy roztok €. 6
(Tabulka 1).

Piiprava: Do 1000ml odmérné baiky se navazi 8 g hydroxidu sodného (8), poté
se piida asi 500 ml vody (10), po rozpusténi se banka doplni po znacku vodou (10).

Tlumivy roztok, pH = 2,2.

Pfiprava: Do 2000ml odmé&rné banky se navazi se 28 g kyseliny citronové (5), 23 g
chloridu sodného (6) a 0,2 g azidu sodného (7). Pfida se 10 ml thiodiglykolu (11), asi
500 ml vody (10) a obsah se necha rozpustit. Poté se doplni po znacku vodou (10).

Tlumivy roztok, pH = 7,9. V programu je oznac¢ovan jako tlumivy roztok ¢. 4 (Tabulka
1).

Piiprava: Do 500ml odmérné banky se navazi se 9,8 g citronanu sodného (4), 26,3 g
chloridu sodného (6) 0,05 g azidu sodného (7), 1,025 g kyseliny borité (27), ptida se
300 ml vody (10) a pipetou se odméti 0,75 ml roztoku hydroxidu sodného
o0 koncentraci 0,5 g/ml (9), obsah se necha se rozpustit. Poté se doplni po rysku vodou
(10).

Kyselina borita, HsBOz.

Piistroje a pomiicky

Automaticky analyzator aminokyselin, napt. AAA 400, Ingos s.r.o.

Vahy analytické s presnosti na 0,0001 g

Véhy analytické s ptesnosti na 0,01 g.

Filtra¢ni papir, filtracni rychlost velmi vysoka, napt. KA 1 — M, primér 150 mm.
Filtra¢ni papir, filtracni rychlost stfedni, napt. KA 5, primér 150 mm.

Filtra¢ni ndlevka se sklenénou fritou S3.

Laboratorni mlyn.

Erlenmayerova banka, NZ 29/32, 100 ml, 250 ml.

Ttepacka horizontalni.
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5 Postup

5.1  Uprava vzorku

Vzorek se upravuje homogenizaci a mletim na Castice o velikosti (0,5 — 1,0) mm tak, aby
se zabranilo ptehfati vzorku béhem homogenizace. Vzorek svysokou vlhkosti se musi
predsusit 12 h pfi teploté, ktera nepiesahne 50 °C. Vzorky s vys$§im obsahem tuku (nad 100
g/kg) se odtucni.

5.2 Extrakce taurinu

Do 250ml Erlenmayerovy bariky se navazi ptiméfené mnozstvi vzorku s piesnosti na 0,0001 g
sohledem na piedpokladané mnozstvi taurinu ve vzorku. Pro obsahy do 1000 mg/kg
se navazuji 3 g vzorku, pro obsahy (1000 — 5000) mg/kg se navazuje (1 — 2) g a pro obsahy
nad 5000 mg/kg se navazuje (0,25 — 0,5 g vzorku). Vzorek se zakapne tfemi kapkami
ethanolu (22) a extrahuje se 100 ml kyseliny chlorovodikové (2) na téepacce (30 — 60) min.
Suspenze se zfiltruje nejprve pies tidky filtraéni papir a pak znovu pies filtr sttedni hustoty
do 100ml Erlenmayerovy banky. Vyrazné se tak urychli rychlost filtrace. Po pfipadném
nafedéni tlumivym roztokem (25) se obsah taurinu stanovi na analyzatoru aminokyselin podle
bodu 5.3. V kazdé sérii vzorki se provede stanoveni taurinu u vhodného IRM.

53 Stanoveni taurinu ve vzorku

Obsah taurinu se stanovi metodou ionexové chromatografie s postkolonovou derivatizaci
ninhydrinem a fotometrickym detektorem na analyzatoru aminokyselin. Ptiklad podminek
analyzy je uveden v tabulce 1. Podminky analyzy je nutno pfizptsobit stavu naplné kolony.
Objem nastiiku do analyzatoru je stabiln¢ 100 pl. Soucasné se provadi jednobodova kalibrace
pomoci pracovniho standardniho roztoku taurinu o koncentraci 0,25 umol/ml (19).
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Tabulka 1. Program pro stanoveni taurinu — priklad nastaveni pro pfistroj AAA 400 .

Cas (min) Teplota kolony (° C) | Tlumivy roztok &. Prikaz Poznamka
0,00 57 1 Inject pH=2,6
5,00 57 1 Zero
6,00 57 4 StartEquil
10,00 74 No Change None
11,00 74 6 None 0,2M NaOH
18,00 74 1 None pH=2,6

22,00 74 1 H20
27,00 57 1 Load
29,00 57 1 NHD
33,00 57 1 AcqStop
35,00 57 1 None

6 Vypocet

Obsah taurinu (X) vyjadieny v g/kg se vypocita podle vztahu

X = AxcxV xM xR
B xm, x1000
kde
je plocha piku taurinu v extraktu,
B plocha piku kalibra¢niho standardu,
C koncentrace standardu taurinu v wmol/ml,

V objem extraktu v ml,

M molarni hmotnost taurinu (Mtaurin = 125,15 g/mol),

Ma hmotnost zkuSebniho vzorku v g,

R fedéni.
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7 Literatura

Provadéci natizeni komise (EU) 2015/722, o povoleni taurinu jako dopliikové latky
pro psovité (Canidae), kockovité (Felidae), lasicovité (Mustelidae) a pro masozravé
ryby, 2015.

2 Natizeni komise (ES) ¢. 152/2009, kterym se stanovi metody odbéru vzorki
a laboratorniho zkous$eni pro Gfedni kontrolu krmiv, 2009.
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