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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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Princip
Postup A

Vzorek se extrahuje petroletherem. Rozpoustédlo se oddestiluje, zbytek se vysusi a zvdzi.

Postup B

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

Chemikilie

Petrolether, bod varu: 40-60 °C. Bromové &islo musi byt mensi nez 1 a zbytek po odpafeni mensi nez
2 mg/100 ml.

Siran sodny, bezvody.
Kyselina chlorovodikovd, ¢ = 3 mol/L.

Filtra¢ni prostfedek, napt. Kieselguhr, Hyflo-supercel.

Pfistroje a pomiicky

Extrakéni piistroj. Pokud je opatfen sifonem (typ Soxhlet), rychlost refluxu je takovd, aby dochdzelo
k 10 pfetoktim za hodinu; pokud se jednd o typ bezsifonovy, reflux je 10 ml za minutu.

Extrak¢ni patrony neobsahujici ldtky rozpustné v petroletheru a s porozitou odpovidajici pozadavkiim
uvedenym v bodu 4.1.

Susdrna, bud vakuovd s teplotou 75 * 3 °C, nebo horkovzdusnd s teplotou 100 * 3 °C.

Postup
Postup A (viz bod 8.1)

Do extrakéni patrony (4.2) se navazi 5 g vzorku s pfesnosti na 1 mg a patrona se uzavie tukuprostou vatou.

Patrona se umisti do extrakéniho piistroje (4.1) a extrahuje se Sest hodin petroletherem (3.1). Petroletherovy
extrakt se jimd do suché, predem zvézené banky s varnymi kaminky (1).

Rozpoustédlo se oddestiluje, zbytek v baiice se vysusi 1,5 hodiny v susdrné (4.3). Nechd se vychladnout
v exsikdtoru a zvdzi se. Susi se dalsich 30 minut, aby se zajistila konstantni hmotnost tuku (rozdil mezi dvéma
nasledujicimi vaZenimi musi byt maximalné 1 myg).

Postup B

Do 400 ml kddinky nebo do 300ml kénické banky se navdzi 2,5 g vzorku s piesnosti na 1 mg (viz bod 8.2)
a pridd se 100 ml kyseliny chlorovodikové (3.3) a varné kaminky. Kadinka se pfikryje hodinovym sklem nebo se
kénickd banka napoji na refluxni chladi¢. Smés se zahiiva k varu na kahanu nebo na topné desce a potom se
udrzuje v mirném varu jednu hodinu. Béhem varu se nesmi ¢dstecky vzorku usazovat na sténach nadoby.

Smés se vychladi a pfidd se dostatecné mnozstvi filtracniho prostiedku (3.4), aby se zabrédnilo ztrétdm tuku
béhem filtrace. Filtruje se pres zvlhceny dvojity filtr, ktery neobsahuje Zadny tuk. Zbytek na filtru se promyva
studenou vodou, dokud nenf filtrdt neutrdlni. Provede se kontrola, zda filtrdt neobsahuje Zadny tuk, jinak je
nutné pfed hydrolyzou provést extrakci petroletherem podle postupu A.

Pokud md byt vyextrahovany tuk pouzit pro dalsi zkousky kvality, nahradi se varné kaminky sklenénymi kulickami.
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Dvojity filtr se zbytkem po hydrolyze se umisti na hodinové sklo a susi se 1,5 hodiny v susdrné (4.3) pii 100
+3°C

Dvojity filtr s vysuSenym zbytkem se vloZi do extrakéni patrony (4.2) a utésni se tukuprostou vatou. Patrona se

umisti do extrakéniho piistroje (4.1) a ddle se postupuje podle druhého a tiettho odstavce bodu 5.1.

Vyjadieni vysledku

Hmotnost zbytku po extrakci se vyjadii jako % tuku ve vzorku.

Opakovatelnost

Rozdil mezi vysledky dvou paralelnich stanoveni provedenych na stejném vzorku tymz laborantem nesmi
piekrocit:

— 0,2 % v absolutni hodnoté u obsahu tuku do 5 %,

— 4,0 % relat. z hodnoty nejvyssitho vysledku u obsahu 5-10 %,

— 0,4 % v absolutni hodnoté u obsahu nad 10 %.

Pozndmky

U vyrobkd s vysokym obsahem tukdi, které se obtizné melou nebo u kterych je obtizné odebrat homogenni
redukovany vzorek, se postupuje ndsledujicim zptisobem:

Navdzi se 20 g vzorku s pfesnosti na 1 mg, promichd se s 10 nebo vice gramy bezvodého siranu sodného (3.2).
Extrahuje se petroletherem (3.1) podle bodu 5.1. Ziskany extrakt se doplni petroletherem (3.1) na objem 500 ml
a promichd. Do malé, suché, pfedem zvazené banky s varnymi kaminky se odméfi 50 ml tohoto roztoku.
Rozpoustédlo se oddestiluje a po vysuSeni se postupuje podle posledniho odstavce bodu 5.1.

Ze zbytku po extrakci v patroné se odstrani veskeré rozpoustédlo a zbytek se umele tak, aby prosel sitem s oky
1 mm. Potom se vréti do extrakéni patrony (siran sodny se jiz nepifiddvd) a postupuje se podle druhého a tfetiho
odstavce bodu 5.1.

Obsah tuku se vypoitd jako procento ze vzorku podle ndsledujictho vzorce:

(10m; + my) x 5

m; = hmotnost zbytku po prvni extrakci v gramech (alikvotni ¢dsti extraktu)

= hmotnost zbytku po druhé extrakci v gramech.

2
|

U vyrobkt s nizkym obsahem tuku se miize zvysit navdzka vzorku na 5 g.

Krmiva pro domdci zvifata, kterd maji vysoky obsah vody, je tfeba pred hydrolyzou a extrakci podle postupu
B smichat s bezvodym siranem sodnym.

U nékterych krmiv maize byt zapottebi prodlouzit dobu suseni nad 1,5 hod. Je viak tfeba zamezit pfilisnému
vysoueni, které mize vést k niz§im vysledkiim. Je mozno pouzit i mikrovlnnou susérnu.

Predextrakce podle postupu A pied hydrolyzou a dalsi extrakce podle postupu B se doporucuje u krmiv
s obsahem tuku nad 15 %. Do jisté miry to zdvisi na druhu krmiva a druhu tuku v krmivu.
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. STANOVENI OBSAHU VLAKNINY
Ukel a rozsah

Tato metoda umoziuje stanovit v krmivu organické latky, které neobsahuji tuk, jsou nerozpustné v roztoku
kyseliny a louhu a jsou bézné nazyvany vldknina.

Princip

Vzorek se v piipadé potieby odtucni a piisobi se na néj postupné vroucim roztokem kyseliny sirové a hydroxidu
draselného o presné stanovené koncentraci. Zbytek se oddélf filtraci pfes sklenény filtraéni kelimek, promyje,
vysusi, zvdzi a spdli pii teploté 475-500 °C. Ubytek véhy po spéleni odpovidd obsahu vldkniny ve zkouseném
vzorku.

Chemikalie

Kyselina sirovd, ¢ = 0,13 mol/l.

Odpénovaci ¢inidlo (napf. n-oktanol).

Filtra¢ni pomticka (Celit 545 nebo obdobnd) Zihand pfi 500 °C po 4 hodiny (8.6).

Aceton.

Petrolether, bod varu 40-60 °C.

Kyselina chlorovodikovd, ¢ = 0,5 mol/l.

Roztok hydroxidu draselného, ¢ = 0,23 mol/l.

Pfistroje a pomicky

Zahfivaci jednotka pro hydrolyzu roztokem kyseliny sirové a hydroxidu draselného, s oporou pro filtra¢ni
kelimky (4.2) a vybavend vypoustécim potrubim s kouhoutem na vypousténé tekutiny a vakuum, popiipadé
stlaceny vzduch. Kazdy den se zafizeni pfed pouzitim pét minut pfedehiivd s vrouci vodou.

Sklenény filtracni kelimek s porézni vlozkou (fritou) o velikosti périt 40-90 pm. Pfed prvnim pouzitim se
kelimek nékolik minut zahfeje na 500 °C a potom vychladi (8.6).

Hydrolyza¢ni nddobka o obsahu nejméné 270 ml s refluxnim chladi¢em, vhodna pro vafeni.
Laboratorni susdrna s regulaci teploty.
Muflova pec s regulaci teploty.

Extrakéni jednotka s oporou pro filtracni kelimky (4.2) vybavend vypoustécim potrubim s kouhoutem na
vakuum a vypousténé tekutiny.

Spojovaci krouzky pro spojeni zahfivaci jednotky (4.1), filtra¢nich kelimkd (4.2) a hydrolyzaéni nadobky (4.3)
a pro piipojeni kelimki ke studené extrakéni jednotce (4.6).

Postup

Do filtra¢niho kelimku (4.2) se navdzi 1 g upraveného vzorku s pfesnosti na 1 mg (viz poznamky 8.1, 8.2 a 8.3)
a pfidd se 1 g filtra¢ni pomtcky (3.3).

Filtra¢ni kelimek (4.2) se pfipoji k zahiivaci jednotce (4.1) a poté k hydrolyzacni nddobce (4.3). Do spojené
hydrolyza¢ni nddobky a filtra¢niho kelimku se nalije 150 ml vrouciho roztoku kyseliny sirové (3.1) a v piipadé
potieby se pfidd nékolik kapek odpénovaciho ¢inidla (3.2).

Zahfteje se béhem 5 (+2) minut k varu a intenzivné se vaif presné 30 minut.
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