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STANOVENI OBSAHU TUKU

1 Ucel a rozsah

Touto metodou se stanovi obsah tuku v krmivech a materidlech ur¢enych pro hnojeni. Metoda
se nevztahuje na zkouseni olejnatych semen a plodin. Podle druhu a sloZeni krmiva a podle
ucelu, pro ktery se zkouska provadi, se pouzije jeden ze dvou nize uvedenych postup.

1.1 Postup A — piimo extrahovatelné tuky

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

1.2 Postup B — celkové tuky

Tato metoda je pouZzitelna pro krmiva zivo¢isného ptivodu a pro vSechny krmné smési. Pouziva
se pro vSechny materidly, z nichZ neni mozné tuk zcela extrahovat bez pfedchozi hydrolyzy,
napfi. lepky, kvasnice, bramborové proteiny a vyrobky, které byly podrobeny zpracovani, jako
je vytlatovani, vlo¢kovani a zahtivani.

1.3 Interpretace vysledku

Ve vsech ptipadech, kdy se dosahlo postupem B vysSiho vysledku neZ postupem A, je tfeba
povazZovat za platnou hodnotu vysledek dosaZeny postupem B.

2 Princip
2.1  Postup A — primo extrahovatelné tuky

Vzorek se extrahuje petroletherem nebo diethyletherem. Rozpoustédlo se oddestiluje, zbytek
se vysusi a zvazi.
2.2 Postup B - celkové tuky

Vzorek se hydrolyzuje za horka kyselinou chlorovodikovou. Smés se ochladi a ptefiltruje.
Zbytek na filtru se promyje a vysusi a dale se pokracuje ve stanoveni podle postupu A.

3 Chemikalie
Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.

1 Petrolether, bod varu (40 — 60) °C. Bromové Cislo musi byt mensi nez 1 a zbytek
po odpareni mensi nez 2 mg/100 ml.

2 Diethylether, (CH3CH2),0, bez obsahu peroxidli, se zbytkem po odpaieni nejvyse
1 mg/100 ml.

3 Siran sodny, bezvody, Na>SOas.
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4 Kyselina chlorovodikova, HCI, koncentrovana 35%, p(HCl) = 1,18 g/ml.
5 Voda (deionizovana, demineralizovana nebo destilovana).
6 Kyselina chlorovodikova, roztok, c(HCl) = 3 mol/I.

Ptiprava: Do 1000ml odmérné bariky se k asi 600 ml vody (5) ptida 265 ml HCI (4) a po
vytemperovani se doplni vodou (5) po znacku.

7 Dusi¢nan stiibrny, AgNOs.
8 Dusi¢nan stiibrny, roztok, ¢ = 10 g/l.

Ptiprava: 10 g dusi¢nanu stiibrného (7) se rozpusti v 900 ml vody (5) a doplni do objemu
1 litr.

9 Kongocerven.
10  Kongocerven, roztok, c =1 g/l.

Priprava: 1 g kongocerveéné (9) se rozpusti ve 100 ml ethanolu (11) a doplni do objemu 1
litr.

11 Ethanol, C;HsOH, 96 %.

4 Pristroje a pomiicky

1 Extrakéni piistroj. Pokud je opatien sifonem (typ Soxhlet), rychlost refluxu je takova, aby
dochazelo k 10 pfetokiim za hodinu; pokud se jedna o typ bezsifonovy, reflux je
10 ml/min.

2 Extrakéni patrony neobsahujici latky rozpustné v petroletheru/diethyletherua s porozitou
odpovidajici pozadavkiim uvedenym v bodu 1.

3 SuSarna vakuova s teplotou (75 £ 3) °C nebo horkovzdusna s teplotou (100 + 3) °C.
4 Kahan nebo topné deska.

5 Varné kaminky nebo sklenéné varné kuli¢ky, hodinové sklo.

6 Analytické vahy.

5 Postup

5.1 Postup A

5.1.1 Do extrak¢ni patrony se navazi 5 g vzorku s presnosti na 1 mg a patrona se uzavie
tukuprostou vatou.

5.1.2 Patrona se umisti do extrak¢niho pfistroje a extrahuje se 6 h petroletherem (1) nebo
diethyletherem (2). Extrakt se jima do suché, pfedem zvazené baiiky s varnymi kaminky nebo
sklenénymi kulickami.

5.1.3 Rozpoustédlo se oddestiluje, zbytek v baiice se vysusi 1,5 h v susarné pii (100 + 3) °C.
Necha se vychladnout v exsikatoru a zvazi se. Susi se dalSich 30 min, aby se zajistila konstantni
hmotnost tuku (rozdil mezi dvéma nasledujicimi vazenimi musi byt nejvyse 1 mg).
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Poznamky

1 Pro veétsinu analyzovanych krmiv a krmnych smési dostacuje k zajisténi konstantni
hmotnosti tuku suseni banky s extrakcnim zbytkem v horkovzdusné susarné 1,5 h pri (100
+3) °C.

5.2 Postup B

Do 400ml kadinky nebo do (250 — 300)ml konické banky se navazi 2,5 g vzorku s presnosti na
0,001 g, ptida se 100 ml kyseliny chlorovodikové (6) a varné kaminky/sklenéné kulicky.
Kadinka se pfikryje hodinovym sklem nebo se konicka barika napoji na refluxni chladi¢. Smés
se zahtiva k varu na kahanu nebo na topné desce a potom se udrzuje v mirném varu 1 h. Béhem
varu se ¢astecky vzorku nesméji usazovat na sténach nadoby. Smés se vychladi a filtruje ptes
zvlhéeny dvojity filtr, ktery neobsahuje zadny tuk. Zbytek na filtru se promyva studenou vodou
(5) do negativni reakce filtratu na chloridy, kdy filtrat s roztokem dusi¢nanu stiibrného (8) jiz
netvoii zakal, nebo kontrola roztokem kongocervené (10), dokud nevymizi modré zbarveni
filtratu.

Filtr se zbytkem po hydrolyze se umisti na hodinové sklo a susi se nejméné 3 h v susarné
pii (100 + 3) °C. Filtr s vysuSenym zbytkem se vloZzi do extrakéni patrony a utésni se
tukuprostou vatou.

Alternativou je pozvolné suSeni filtru pfi laboratorni teplot¢ do druhého dne. Poté se vlozi
do extrakéni patrony, utésni tukoprostou vatou a susi se 1,5 h v suSarné pii (100 + 3) °C.

Extrakéni patrona se umisti do extrak¢niho pfistroje a dale se postupuje podle bodu 5.1.2
as.1.3.

5.3 Postup pro vyrobky s vysokym obsahem tuku

U vyrobkil s vysokym obsahem tuku, které se obtizn¢ melou nebo u kterych je obtizné odebrat
homogenni redukovany vzorek, se postupuje takto:

Navazi se 20 g vzorku s pfesnosti na 1 mg, promicha se s 10 g nebo vice bezvodého siranu
sodného (3). Extrahuje se petroletherem (1) nebo diethyletherem (2) podle bodu 5.1. Ziskany
extrakt se doplni petroletherem (1) nebo diethyletherem (2) na objem 500 ml a promicha.
Do malé, suché, pfedem zvaZené banky s varnymi kaminky se odmé&ii 50 ml tohoto roztoku.
Rozpoustédlo se oddestiluje a po vysuseni se postupuje podle bodu 5.1.3.

Ze zbytku po extrakci v patroné se odstrani veskeré rozpoustédlo a zbytek se umele tak, aby
prosel sitem s oky 1 mm. Potom se vrati do extrakéni patrony, siran sodny se jiz neptidava
a postupuje se podle bodu 5.1.2 a 5.1.3.
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Obsah tuku x se vypocita jako procento ze vzorku podle vztahu
X (%)=(10ml +m2) x5
kde
ml  je hmotnost zbytku po prvni extrakci v g (alikvotni ¢asti extraktu)
m2  je hmotnost zbytku po druhé extrakci v g.
6 Vyjadreni vysledki
Hmotnost zbytku po extrakci x se vyjadii jako % tuku ve vzorku.
mp; —my
x (%) =100 X ——
my

kde
mo hmotnost zkusebniho vzorku v g,
m hmotnost prazdné extrakéni banky v g,
my hmotnost extrakéni banky s extraktem v g.
Poznamky
2 U vyrobkii s nizkym obsahem tuku se miize zvysit navazka vzorku na 5 g. (5.2).

Krmiva pro domdci zvirata, ktera maji vysoky obsah vody, je treba pred hydrolyzou

a extrakci podle postupu B smichat s bezvodym siranem sodnym.

4 V bodé 5.2 miize byt ucinnéjsi pri promyvani filtracniho zbytku pouzit horkou vodu misto

studene.

5 U nékterych krmiv muze byt vhodné prodlouzit dobu suseni nad 1,5 h. Je vsSak treba
zamezit priliSnému vysouSeni, které miize vést k nizsim vysledkum. Je mozZno pouZit

i mikrovinnou susarnu.

6  Predextrakce podle postupu A pred hydrolyzou a dalsi extrakce podle postupu B
se doporucuje u krmiv s obsahem tuku nad 15 %. Do jisté miry to zavisi na druhu krmiva

a druhu tuku v krmivu.
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