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PRILOHA V

METODY ZKOUSENI PRO KONTROLU NEZADOUCICH LATEK V KRMIVECH

A.  STANOVEN[ VOLNEHO A CELKOVEHO GOSSYPOLU

1. Utel a rozsah
Tato metoda umoziiuje stanoveni obsahu volného a celkového gossypolu a chemicky piibuznych latek
v bavinikovych semenech, bavinikové mouce a bavinikovych pokrutindch a v krmnych smésich, které obsahuji

krmné suroviny, v nichZ je obsaZen volny a celkovy gossypol a chemicky piibuzné litky v koncentraci nad
20 mg/kg.

2. Princip
Gossypol se extrahuje bud za piftomnosti aminopropanolu (3-aminopropan-1-ol) smési 2-propanolu a hexanu pfi

stanoveni volného gossypolu, nebo dimethylformamidem pfi stanoveni celkového gossypolu. Gossypol je reakci
s anilinem pfeveden na gossypol-dianilin a absorbance roztoku je méfena pii 440 nm.

3. Chemikailie

3.1 Smés 2-propanolu a hexanu: smés 2-propanolu a n-hexanu v poméru 60 + 40.

3.2 Rozpoustédlo A: do 1 000 ml odmérné banky se nalije asi 500 ml smési 2-propanolu a hexanu (3.1), 2 ml
aminopropanolu, 8 ml ledové kyseliny octové a 50 ml vody. Doplni se po znacku smési 2-propanolu a hexanu (3.1)
a promichd. Rozpoustédlo je stdlé jeden tyden.

3.3 Rozpoustédlo B: do 100 ml odmérné bariky se napipetuji 2 ml aminopropanolu a 10 ml ledové kyseliny octové.
Vychladi se na laboratorni teplotu a doplni se po znacku N, N-dimethylformamidem. Rozpoustédlo je stilé jeden
tyden.

3.4 Anilin: pokud absorbance anilinu (slepd zkouska) presdhne 0,022, musi se anilin destilovat pfes zinkovy prach, pficemz

prvnich a poslednich 10 % frakef destildtu se odstrani. Pfi skladovani v chladni¢ce v tmavé zdbrusové ldhvi vydrzi
tato chemikalie nékolik mésica.

3.5 Standardni roztok gossypolu A: do 250 ml odmérné banky se navdzi 27,9 mg octanu gossypolu. Rozpusti se
a doplni po znacku rozpoustédlem A (3.2). Do 250 ml odmérné baniky se odpipetuje 50 ml tohoto roztoku
a doplni se rozpoustédlem A po znacku. 1 ml tohoto roztoku obsahuje 0,02 mg gossypolu. Pfed pouzitim se nechd
hodinu stdt pfi laboratorni teploté.

3.6 Standardni roztok gossypolu B: do 50 ml odmérné banky se navazi 27,9 mg octanu gossypolu, rozpusti se a doplni
po znacku rozpoustédlem B (3.3). 1 ml tohoto roztoku obsahuje 0,5 mg gossypolu.

Standardni roztoky gossypolu A a B jsou stdlé 24 hodin, pokud jsou chrinény pred svétlem.

4. Piistroje a pomiicky
4.1 Michaci zafizent: pfiblizné 35 ot./min.

4.2 Spektrofotometr.

5. Postup
5.1 Zkouseny vzorek

Mnozstvi zkouseného vzorku zdvisi na pfedpoklddaném obsahu gossypolu ve vzorku. Je vhodnéjsi pracovat
s malym mnozstvim zkouSeného vzorku a relativné velkou alikvotni ¢dsti filtrdtu, aby obsah gossypolu byl
dostatecny pro piesné spektrofotometrické méfeni. Pro stanoveni volného gossypolu v bavlniku, bavlnikové mouce
a bavlnikovych pokrutindch navazka vzorku nepfesdhne 1 g; v krmnych smésich mutze byt 5 g. Ve vétsiné piipadt
je vhodny alikvotni podil filtrdtu 10 ml; obsahuje 50-100 pg gossypolu. Pro stanoveni celkového gossypolu je navazka
0,5-5 g, tedy 2 ml alikvotni ¢asti filtritu budou obsahovat 40-200 pg gossypolu.

Stanoveni se provddi p¥i laboratorni teploté asi 20 °C.
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5.2

5.3

6.1

Stanoveni volného gossypolu

Do sirokohrdlé 250 ml bariky, na jejiz dno bylo pfiddno drcené sklo, se navdzi zkusebni vzorek. Do barnky se
odpipetuje 50 ml rozpoustédla A (3.2), barika se uzavie a mixuje po dobu jedné hodiny v michacim zafizeni. Pak se
obsah banky filtruje suchym filtrem do malé Sirokohrdlé bariky. Béhem filtrace se filtra¢ni ndlevka piikryje
hodinovym krycim sklem.

Do dvou 25 ml odmérnych banék (oznadi se A a B) se odpipetuje stejnd alikvotni ¢dst filtrtu obsahujici 50-100 pg
gossypolu. Pokud je tfeba, doplni se rozpoustédlem A (3.2) na objem 10 ml. Roztok v barice A se pak doplni po
znacku smési 2-propanolu a hexanu (3.1). Tento roztok se pouzije jako referen¢ni roztok, proti kterému se méfi
roztok vzorku.

Do dalsich dvou 25 ml odmérnych banék (oznaci se C a D) se odpipetuje 10 ml rozpoustédla A (3.2). Baika C se
doplni po znacku smési 2-propanolu a hexanu (3.1). Tento roztok se pouzije jako referen¢ni roztok, proti kterému
se méf roztok slepé zkousky.

Do odmérnych banék B a D se odpipetuje po 2 ml anilinu (3.4). Bariky se zahiivaji po dobu 30 minut na vrouci
vodni ldzni, aby doslo k vybarveni roztokd. Potom se ochladi na laboratorni teplotu, doplni smési 2-propanolu
a hexanu (3.1) po znacku a homogenizuji. Nechaji se asi jednu hodinu stat.

Na spektrofotometru se méf{ absorbance roztoku slepé zkousky (D) proti referenénimu roztoku (C) a absorbance
roztoku vzorku (B) proti referenc¢nimu roztoku (A) v kyvetdch optické délky 10 mm pii vinové délce 440 nm.

Od absorbance vzorku se odecte absorbance slepé zkousky a rozdil absorbanci (korigovand absorbance) je
zdkladem vypoctu obsahu volného gossypolu podle odstavce 6.

Stanoveni celkového gossypolu

Do 50 ml odmérné banky se navazi zkouseny vzorek, ktery obsahuje 1-5 mg gossypolu a pfidd se 10 ml
rozpoustédla B (3.3). Do dalsi 50 ml odmérné banky se pfidd presné 10 ml rozpoustédla B (3.3) pro slepou
zkousku. Obé banky se zahffvaji na vrouci vodni ldzni po dobu 30 minut. Potom se ochladi na laboratorni teplotu
a obé banky se doplni po znacku smési 2-propanolu a hexanu (3.1). Homogenizuji se a nechaji 10-15 minut
usadit, poté se obsah filtruje do sirokohrdlych banék.

Do obou 25 ml odmérnych banék se z filtrtu vzorku odpipetuje po 2 ml a z filtratu slepé zkousky do obou 25 ml
odmérnych banék rovnéz po 2 ml. Jedna banka se vzorkem a jedna se slepou zkouskou se doplni smési
2-propanolu a hexanu (3.1) po znacku. Tyto roztoky se pouziji jako referencni roztoky.

Do druhych dvou banék se pfidaji 2 ml anilinu (3.4). Baiky se zahfivaji po dobu 30 minut na vrouci vodni lazni,
aby doslo k vybarveni roztokd. Potom se ochladi na laboratorn{ teplotu, doplni smési 2-propanolu a hexanu (3.1)
po znacku a homogenizuji. Nechaji se jednu hodinu stat.

Absorbance se stanovi podle bodu 5.2 pro volny gossypol. Z téchto hodnot se vypocita obsah celkového gossypolu
podle odstavce 6.

Vypocet a vyjadieni vysledki

Vysledky mohou byt vypocitiny ze specifickych absorbanc¢nich koeficientd (6.1) nebo podle kalibra¢ni kiivky (6.2).

Ze specifickych absorbancnich koeficientii

Specifické absorbanéni koeficienty jsou na zékladé uvedenych podminek tyto:

0,
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Celkovy gossypol: E
1 cm
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6.2

6.3

Obsah volného nebo celkového gossypolu ve vzorku se vypocitd podle ndsledujictho vzorce:

E x 1250
% gossypolu : £T%
lcxnn X p xa

kde:

E = korigovand absorbance stanovend podle 5.2
p = navazka zkusebniho vzorku v g

a = alikvotni podil filtrdtu v ml.

Z kalibraéni krivky
Volny gossypol

Pripravi se 2 sady péti 25 ml odmérnych banék. Do kazdé sady ban¢k se odpipetuje 2,0, 4,0, 6,0, 8,0 a 10,0 ml
standardniho roztoku gossypolu A (3.5). Doplni se na 10 ml rozpoustédlem A (3.2). Kazdd sada se doplni 0 25 ml
odmérnou bariku obsahujici pouze 10 ml rozpoustédla A (3.2) (slepd zkouska).

Obsah banék prvni sady (véetné banky pro slepou zkousku) se doplni na 25 ml smési 2-propanolu a hexanu (3.1)
(referencni sada).

Do kazdé banky druhé sady (véetné bariky pro slepou zkousku) se pfidaji 2 ml anilinu (3.4). Baniky se zahfivaji po
dobu 30 minut na vrouci vodni ldzni, aby doslo k vybarveni roztokt. Potom se ochladi na laboratorni teplotu,
doplni smési 2-propanolu a hexanu (3.1) po znacku a homogenizuji. Nechaji se asi jednu hodinu stat (standardni
sada).

Absorbance roztokt standardni sady se stanovi podle bodu 5.2 porovnanim s odpovidajicimi roztoky v referencni
sad¢. Kalibracni kiivka se vytvoii vynesenim hodnot absorbanci proti odpovidajicim mnozstvim gossypolu (v ug).

Celkovy gossypol

PFipravi se Sest 50 ml odmérnych banék. Do prvni banky se napipetuje 10 ml rozpoustédla B (3.3) a do ostatnich
2,0, 4,0, 6,0, 8,0 a 10,0 ml standardniho roztoku gossypolu B (3.6). Obsah kazdé banky se doplni na 10 ml
rozpoustédlem B (3.3). Bafiky se zahiivaji na vrouci vodni ldzni po dobu 30 minut. Potom se ochladi na laboratorni
teplotu, doplni smési 2-propanolu a hexanu (3.1) po znacku a homogenizuji.

2,0 ml téchto roztoku se prenese do kazdé ze dvou sad Sesti 25 ml odmérnych banék. Banky prvni sady se doplni
smési 2-propanolu a hexanu (3.1) na 25 ml (referencni sada).

Do kazdé banky druhé sady se pridaji 2 ml anilinu (3.4). Banky se zahfivaji na vrouci vodni ldzni po dobu
30 minut. Potom se ochladi na laboratorni teplotu, doplni se smési 2-propanolu a hexanu (3.1) po znacku
a homogenizuji. Nechaji se asi jednu hodinu stét (standardni sada).

Absorbance roztoku standardni sady se stanovi podle bodu 5.2 porovnadnim s odpovidajicimi roztoky v referencni
sadé. Kalibracni kiivka se vytvoii vynesenim hodnot absorbanci proti odpovidajicim mnozstvim gossypolu (v pg).

Opakovatelnost

Rozdil mezi vysledky dvou paralelnich stanoveni provedenych u stejného vzorku nesmi prekrocit:

— 15 % relat. z hodnoty vy3siho vysledku u obsahu gossypolu nizstho nez 500 ppm,

— 75 ppm absol. u obsahu od 500 ppm do 750 ppm,

— 10 % relat. z hodnoty vy3siho vysledku u obsahu nad 750 ppm.
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