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STANOVENI OBSAHU CELKOVEHO A VOLNEHO TRYPTOFANU
METODOU HPLC

Rozsah a ucel

Metoda specifikuje podminky pro stanoveni obsahu celkového a volného tryptofanu v krmivech
metodou vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC). Metoda nerozliSuje mezi D- a L- formou.

2

Princip

Celkovy tryptofan se stanovi po alkalické hydrolyze metodou HPLC na reverzni fazi s fluorescencni
detekci. Volny tryptofan se stanovi po extrakci alkalickym nebo kyselym roztokem (podle obsahu)
metodou HPLC na reverzni fazi s fluorescencni deteket.

3

Chemikalie

Pouzivaji se pouze chemikalie analytické ¢istoty, pokud neni uvedeno jinak.
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D(+)-laktoza, C12H22011-H20, M; = 360,31.

Hydroxid lithny monohydrat, LIOH-H20, M; = 41,96.

Kyselina chlorovodikova, HCI, koncentrovana, p(HCl) = 1,19 g/ml.
Hydroxid sodny, NaOH, pevny.

Methanol, CH3;0OH, HPLC grade.

Kyselina fosfore¢na, H3;PO4, koncentrovand, p(H3PO4) = 1,689 g/ml.

Voda (deionizovana, demineralizovana nebo destilovand) dvakrat destilovand nebo obdobna
s vodivosti <10 puS/cm.

Hydroxid lithny, roztok, c(LiOH) = 4 mol/I.

Ptiprava: Do 1000 ml kadinky se navazi 168 g hydroxidu lithné¢ho (2) a rozpusti asi v 800 ml
teplé vody (7), po vytemperovani na laboratorni teplotu se kvantitativné ptevede do 1000ml
odmérné baiky Baiika se doplni vodou (7) po znacku a promicha. Roztok se uchovava v plastové
dobte uzaviratelné lahvi. Bezprostfedné pied piipravou roztokli a vzorkd se potiebny objem
roztoku prefiltruje pres fritu S4.

Kyselina chlorovodikova, zfedénd, c(HCI) = 6 mol/l.

Ptiprava: Do 1000ml kadinky se odmé&fi asi 400 ml vody (7) a do ni se opatrné za michani piida
492 ml kyseliny chlorovodikové (3). Roztok se po vytemperovani na laboratorni teplotu ptevede
do 1000ml odmérné baiiky a doplni vodou (7) po znacku.
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Hydroxid sodny, roztok, c(NaOH) = 4 mol/l.

Ptiprava: Do 1000ml kadinky se navazi 160 g hydroxidu sodného (4), rozpusti asi v 800 ml vody
(7) apo vytemperovani na laboratorni teplotu se kvantitativné prevede do 1000ml odmérmné banky
Baiika se doplni vodou (7) po znacku a promichd. Roztok se uchovéava v plastové dobie
uzaviratelné lahvi.

Extrakéni roztok A.

Ptiprava: Do 1000ml odmérné baiiky se odméti 330 ml methanolu (5), ptida se 1,5 ml roztoku
hydroxidu sodného (10), 600 ml vody (7), roztok se vytemperuje na laboratorni teplotu, doplni
vodou (7) po znacku a promicha.

Extrak¢ni roztok B, kyselina chlorovodikova, ¢ = 0,1 mol/l.

Ptiprava: Do 1000ml odmérné banky se odméti 500 ml vody (7), poté se ptida 8,2 ml HCI (3) a
roztok se vytemperuje na laboratorni teplotu, doplni vodou (7) po znacku a promicha.

Redici tlumivy roztok.

Ptiprava: V 600ml kadince se smicha 300 ml vody (7), 200 ml methanolu (5) a 0,75 ml kyseliny
fosforecné (6). Po vytemperovani na laboratorni teplotu se pH fediciho tlumivého roztoku upravi
roztokem hydroxidu sodného (10) na hodnotu 3,0.

Mobilni faze.

Ptiprava: V 1000ml kadince se smicha 670 ml vody (7), 330 ml methanolu (5) a 1,5 ml kyseliny
fosforecné (6). Po vytemperovani na laboratorni teplotu se pH mobilni faze upravi roztokem
hydroxidu sodného (10) na hodnotu 3,0.

D,L-tryptofan, C11H12N20», standardni latka, M; = 204,23.
Zékladni standardni roztok tryptofanu, ¢ =250 mg/I.

Ptiprava: Do 100ml kadinky se navazi 50 mg D, L-tryptofanu (15) s pfesnosti na 0,1 mg
a rozpusti se v extrakénim roztoku A (11). Roztok se kvantitativné prevede do 200ml odmeérné
banikky a doplni se extrakénim roztokem A (11) po znacku a promichd. Roztok zikladniho
standardniho roztoku se uchovava pfti teploté (4 — 8 ) °C.

Pracovni standardni roztok tryptofanu, ¢ =25 mg/I.

Ptiprava: Do 25ml odmérné banky se odpipetuje 2,5 ml zékladniho standardniho roztoku
tryptofanu (16) a doplni se fedicim tlumivym roztokem (13) po znacku. Roztok se uchovava
pii teploté (4 — 8 ) °C.

Pristroje a pomiicky
Vysokoucinny kapalinovy chromatograf s fluorescencnim detektorem.
Ultrazvukova lazen.

Teflonové hydrolyzacni kelimky nebo tuby o objemu 50 ml a se Sroubovacim uzavérem.
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4 Laboratorni susarna pro neptetrzity provoz po dobu 24 h a s regulaci teploty (110 £ 2) °C nebo

hydrolyzac¢ni blok s regulaci teploty (110 £ 2) °C.
pH-metr.

Laboratorni tfepacka horizontalni.

Analytické vahy s ptesnosti 0,0001 g.

Membranov¢ filtry, PTFE 25 mm s velikosti pora 0,45 um.

O 0 9 O W

Magneticka michacka.
10 Suchy skladany filtr stfedni hustoty.
11 Odsttedivka laboratorni.

5 Postup
5.1 Uprava vzorku

Uprava vzorku se provadi podle JPP 60010.1 Postupy tiprav zkusebnich vzorkd jednotlivych druhi
krmiv. Vzorek se homogenizuje a upravuje na Castice o velikosti 0,5 mm a mens$i tak, aby se zabranilo
prehtati vzorku béhem ptipravy. Vzorky s vysokym obsahem tuku se pfed mletim odtucni petroléterem.

5.2  Hydrolyza a priprava vzorku pro stanoveni celkového tryptofanu

Do teflonového kelimku (tuby) se podle obsahu tryptofanu ve zkouseném vzorku navazi (0,1 — 1,0) g
zhomogenizovaného vzorku s ptesnosti na 0,001 g a k tomu se navazi 0,3 g laktézy. Ptida se 25 ml
roztoku hydroxidu lithného (8) a smés se homogenizuje asi 5 min na ultrazvukové lazni. Potom se
kelimek uzavie teflonovym uzavérem, vloZi se do susarny. Po dosaZeni teploty v susarné (110 —112) °C
se obsah kelimku hydrolyzuje 24 h. Po vyjmuti ze susarny se kelimek necha vytemperovat na laboratorni
teplotu.

V ptipad€ pouziti hydrolyza¢niho bloku se teflonova tuba po vyjmuti z ultrazvukoveé 14zné uzavie
Sroubovacim uzavérem a umisti do bloku. Po dosaZeni teploty (110 — 112) °C se obsah tuby hydrolyzuje
24 h. Po vyjmuti z bloku se tuba necha vytemperovat na laboratorni teplotu.

Po ochlazeni kelimku (tuby) se obsah kvantitativné prevede pomoci 70 ml vody (7) do 250ml kadinky
a prida se 16 ml kyseliny chlorovodikové (9). Po vytemperovani na laboratorni teplotu a promichéni
se na magnetické micha¢ce upravi celkovy objem vodou (7) na 125 ml. Roztokem kyseliny
chlorovodikové (9) se upravi pH na hodnotu 3,0. Obsah kadinky se kvantitativné prevede vodou (7)
do 250ml odmérné baiky, ptida se 80 ml methanolu (5), vytemperuje a vodou (7) doplni po znacku.
Po promichani se zfiltruje ptes suchy skladany filtr do suché Erlenmayerovy baiiky vhodného objemu.
Prvni podil filtratu (asi 20 ml) se nepouzije. Po skonceni filtrace se banika uzavie zatkou.

Podle predpokladaného obsahu tryptofanu ve vzorku se filtrat nafedi fedicim tlumivym roztokem (13)
na pozadovanou hodnotu koncentrace (1 — 8) mg/l. Takto ptipraveny roztok se zfiltruje
pies membranovy filtr 0,45 pm nebo se odsttedi 5 min pii 5000 ot/min.

Standardni roztoky a hydrolyzaty je nutno chranit pfed pfimym slune¢nim svétlem. Pokud neni mozné
provést analyzu tentyZ den, je mozné skladovat hydrolyzaty pfi teploté 5 °C nejdéle tii dny.
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5.3  Priprava vzorku pro stanoveni volného (pridaného) tryptofanu

Do 250ml kénické banky se navazi (0,5 — 5,0) g zkusebniho vzorku s piesnosti na 0,001 g, prida se
100 ml extrak¢niho roztoku A (11), banika se uzavie zatkou a 1 h se tfepe na laboratorni tfepacce (130 —
140) kyvi/min tak, aby se vzorek neusazoval na dné banky. Obsah baiiky se kvantitativné ptrevede vodou
(7) ptes skladany papirovy filtr stfedni hustoty do 250ml odmérné bariky, konicka baiika se vyplachne
20 ml extrakéniho roztoku A (11) a zbytek na filtru se proplachne 2 x 20 ml vody (7). Obsah odmérné
banky se doplni po znacku vodou (7) a promicha.

Podle ptedpokladaného obsahu tryptofanu ve vzorku se filtrat nafedi fedicim tlumivym roztokem (13)
na pozadovanou hodnotu koncentrace (1 — 8) mg/l. Takto pfipraveny roztok se zfiltruje
pfes membranovy filtr 0,45 um nebo se odstiedi 5 min pii 5000 ot/min.

Standardni roztoky a hydrolyzaty je nutno chranit pfed pfimym slunec¢nim svétlem. Pokud neni mozné
provést analyzu tentyz den, je mozné skladovat hydrolyzaty pfi teploté 5 °C nejdéle tii dny.

5.4  Priprava vzorku pro stanoveni tryptofanu v komercné vyrabénych Ccistych latkach
a premixech obsahujici vice nez 2 % tryptofanu

Do 500ml koénické baniky se navazi (0,5 — 5,0) g zkuSebniho vzorku s piesnosti na 0,001 g, pfidé se
200 ml extrakéniho roztoku B (12), baiika se uzavie zatkou a 30 min se tiepe na laboratorni tfepacce
(130 —140) kyvl/min tak, aby se vzorek neusazoval na dné banky. Obsah bariky se kvantitativné pfevede
extrakénim roztokem B (12) ptes skladany papirovy filtr stiedni hustoty do 250ml odmérné banky,
konickd baiika se vyplachne 20 ml extrakéniho roztoku B (12). Obsah odmérné banky se doplni
po znacku extrakénim roztokem B (12) a promicha.

Podle predpokladaného obsahu tryptofanu ve vzorku se filtrat nafedi extrakénim roztokem B (12)
na pozadovanou hodnotu koncentrace (I — 8) mg/l. Takto piipraveny roztok se zfiltruje
pfes membranovy filtr 0,45 pm nebo se odstiedi 5 min pii 5000 ot/min.

5.5  Priprava kalibracnich roztoku

Do série 25ml odmérnych banék se pipetuje (1,0; 2,0; 4,0; 8,0) ml pracovniho standardniho roztoku
tryptofanu (17), doplni se po znacku fedicim tlumivym roztokem (13) a promicha se. Tyto roztoky
odpovidaji koncentracim (1; 2; 4; 8) mg/l D, L-tryptofanu.

5.6  Stanoveni HPLC

Kalibra¢ni roztoky 1 extrakty, resp. hydrolyzaty zkuSebnich vzorki se méfi na chromatografickém systému.

Naésledujici podminky uvedené v tabulce 1 jsou doporucené, mohou byt pouzity i jiné podminky
za predpokladu, ze poskytuji rovnocenné vysledky.

Tabulka 1. Pfiklad chromatografickych podminek HPLC stanoveni.

Kolona Zorbax Eclipse XDB-C18, 5 um, (4,6 X 150) mm, nebo podobna
Mobilni faze Voda + methanol + kyselina fosfore¢na, viz (14)

Pritok mobilni faze 0,6 ml/min

Teplota kolony Laboratorni

Fluorescen¢ni detektor Ex =283 nm, Em = 355 nm
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Objem nastiiku 10 ul
Retenc¢ni ¢as tryptofanu 6,0 min
Doba analyzy 10 min

Stabilita chromatografického systému se kontroluje opakovanym nastfikem kalibracniho roztoku
do dosazeni konstantnich ploch pikl a retencnich Casu.

Kalibrac¢ni kfivka se sestroji z primérnych hodnot ploch pikii odpovidajicich jednotlivym kalibraénim
bodiim.

Koncentrace métenych vzorkli museji byt upraveny tak, aby odpovidaly rozsahu kalibra¢ni ktivky.

V kazd¢ sérii vzorkl se provede i stanoveni slepého pokusu a vhodného IRM.

6 Vypocet vysledki
Obsah tryptofanu (X) ve vzorku v mg/kg se vypocita podle vztahu

¢ XV xF ’
m

kde
c koncentrace tryptofanu ve zkouseném roztoku v mg/l odectena z kalibracniho grafu,
V objem extraktu vzorku v ml (pro tento postup V' =250),
F faktor fedéni vzorku pfed métenim,
m hmotnost zkusebniho vzorku v g.
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