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STANOVENI OBSAHU TAURINU

Ucdel 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.

Princip

Volny, nejcastéji do krmnych smési pridany taurin, se ze vzorku vyextrahuje roztokem kyseliny
chlorovodikové.

Obsah taurinu se stanovi metodou ionexové chromatografie s postkolonovou derivatizaci

ninhydrinem.

3 Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.

1 Kyselina chlorovodikova, 35%.

2 Kyselina chlorovodikové, roztok c(HCI) = 0,1 mol/l.
Ptiprava: Do dvoulitrové odmérné baiiky 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 pievede do tmavé
zasobni lahve. Uchova se pfi laboratorni teploté po dobu maximalné 6 mésici.

3 Dusik (Cistoty 5.0).

4 Citronan sodny, dihydrat, C¢HsNa3O72H>O.

5 Kyselina citronova, monohydrat, C3H4(OH)-(COOH)3.H2O.

6 Chlorid sodny, NaCl.

7 Azid sodny, NaNj.

8 Hydroxid sodny, NaOH.

9 Hydroxid sodny, NaOH, roztok o koncentraci 0,5 g/ml.
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Ptiprava: Do 200ml kadinky se navazi 50 g hydroxidu sodného (8). Navazka se rozpusti asi
ve 40 ml vody (10). Po ochlazeni se pfevede do 100ml odmeérné barky a doplni se po znacku
vodou (10). Roztok se uchovava v plastové nadobé¢ pti laboratorni teploté po dobu maximalné
6 mésicu.

Voda (deionizovand, demineralizovana nebo destilovand) odpovidajici stupni 1 podle EN ISO
3696.

Thiodiglykol, koncentrovany, C4H1002S. Dodava se komeréné od ovéreného vyrobcee.
Ninhydrin, CoHsO4. Dodava se komercné od ovéreného vyrobcee.
Ninhydrin, zasobni roztok.

Ptiprava: Navazi se 20 g ninhydrinu (12), ktery se ptevede do tmavé zasobni lahve o objemu
2,5 1 arozpusti v 750 ml methylcellosolvu (15). Rozpousténi probihd za probublavani
inertnim plynem (3) pod dvoucestnym kohoutem. Po rozpusténi se ptidad 250 ml acetatového
tlumivého roztoku (16) a dale 1 g hydrindantinu (14) rozpusténého v malém mnozstvi
metylcellosolvu (15). Po uzavieni se roztok nechd jest¢ asi 10 min probublavat inertnim
plynem (3) a pak se vystup ze zéasobni lahve pfipoji na zadsobni méch inertniho plynu
v piistroji.

Hydrindantin, C1gH140s. Dodéava se komeréné od ovéfeného vyrobcee.

Methylcellosolv, C3HsO2, Dodava se komeréné od ovéteného vyrobcee.

Acetatovy tlumivy roztok, pH = 5,5, dodava se komer¢n¢, napt. firma ZMBD Chemik.
Taurin, standardni latka, > 99.5 %, Sigma Aldrich, NH>CH>CH>SO3H, M, = 125,15.

Taurin, standardni roztok taurinu, 2,5 pmol/ml, fedény tlumivym roztokem (25).

Ptiprava: Pro pfipravu 100 ml standardniho roztoku taurinu se pfesné navazi 0,0313 g taurinu
(17), navazka se kvantitativné prevede do 100ml odmérné banky a ptida se 50 ml vody (10) a
I ml kyseliny chlorovodikové (1), po rozpusténi se doplni vodou (10) po znacku. Pii
uchovavani pfi teploté (4 — 8) °C je tento roztok stabilni nejméné 6 mésicu.

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

Ptiprava: Do 50ml odmé&rné banky se odpipetuje pfesné 5 ml standardniho roztoku taurinu
(18), poté se doplni po znacku tlumivym roztokem (25). Pti uchovavani pfi teploté (4 — 8) °C
je tento roztok stabilni nejméné 6 mésicu.

Ionexova kolona s naplni Poly 8. Dodava se od ovéteného vyrobce.

Ionexova predkolona s naplni Ostion KS 0804. Dodava se od ovéfeného vyrobcee.
Ethanol, ¢isty, 96%.

Tlumivy roztok, pH = 2,6. V programu je ozna¢ovan jako tlumivy roztok ¢. 1 (Tabulka 1).

Ptiprava: Do 1000ml odmémné 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 odméti
2,5 ml thiodiglykolu (11), ptida se asi 500 ml vody (10) a obsah se necha rozpustit. Poté se
baiika doplni po znacku vodou (10).
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5.1

Regeneracni tlumivy roztok. V programu je oznacovana jako tlumivy roztok ¢. 6 (Tabulka 1).

Ptiprava: Do 1000ml odmérné baniky se navazi 8 g hydroxidu sodného (8), poté se ptida asi
500 ml vody (10), po rozpusténi se baitka doplni po znacku vodou (10).

Tlumivy roztok, pH = 2,2.

Ptiprava: Do 2000ml odmérné banky se navazi se 28 g kyseliny citronové (5), 23 g chloridu
sodného (6) a 0,2 g azidu sodného (7). Piida se 10 ml thiodiglykolu (11), asi 500 ml vody (10)
a obsah se neché rozpustit. Poté se doplni po znac¢ku vodou (10).

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

Ptiprava: 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 odméii 0,75 ml roztoku hydroxidu sodného o koncentraci 0,5 g/ml (9), obsah se
nechd se rozpustit. Poté se doplni po rysku vodou (10).

Kyselina borita, H;BOs.

Pristroje a pomiicky

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

Véhy analytické s presnosti na 0,0001 g

Viéhy analytické s piesnosti na 0,01 g.

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

Filtraéni nalevka se sklenénou fritou S3.

Laboratorni mlyn.

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

Ttepacka horizontélni.

Postup

Uprava vzorku

Uprava vzorki se provadi podle CSN EN ISO 6498 Krmiva - Pokyny pro ptipravu vzorku a JPP
60010.1 Postupy tprav zkuSebnich vzorkt jednotlivych druht krmiv.

Vzorek se upravuje homogenizaci a mletim na ¢astice o velikosti (0,5 — 1,0) mm tak, aby se zabranilo
piehtati vzorku béhem homogenizace. Vzorek s vysokou vlhkosti se musi pfedsusit 12 h pii teplote,
ktera neptesdhne 50 °C. Vzorky s vy$§im obsahem tuku (nad 100 g/kg) se odtucni.
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5.2 Extrakce taurinu

Do 250ml Erlenmayerovy banky se navazi pfiméfené mnozstvi vzorku s piesnosti na 0,0001 g
s ohledem na predpokladané 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 tfepacce (30 — 60) min. Suspenze se zfiltruje nejprve pres fidky
filtracni papir a pak znovu pfes filtr stfedni hustoty do 100ml Erlenmayerovy banky. Vyrazné se tak
urychli rychlost filtrace. Po piipadném natedéni 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.

5.3 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 ptizptsobit stavu napln¢ kolony. Objem nasttiku do
analyzatoru je stabiln¢ 100 pl. Soucasné se provadi jednobodova kalibrace pomoci pracovniho
standardniho roztoku taurinu o koncentraci 0,25 pumol/ml (19).

Tabulka 1. Program pro stanoveni taurinu — priklad nastaveni pro pristroj 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 H,O
27,00 57 1 Load
29,00 57 1 NHD
33,00 57 1 AcqStop
35,00 57 1 None
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Tabulka 2. Program pro stanoveni taurinu — priklad nastaveni pro pristroj AAA 500 .

Cas (min.) Teplota kolony (°C) Prikaz Poznamka
0,00 57 SetColumnTemp - 57 °C
0,00 57 SetBuffer 1 pH =2,60
5,00 57 ZeroDetector
6,00 57 SetBuffer 4 pH =7,90
10,00 74 SetColumnTemp - 74 °C
11,00 74 SetBuffer 6 0,2M NaOH
18,00 74 SetBuffer 1 pH = 2,60
18,00 74 NoCommand
22,00 74 SetNHDRatio - Water pouze voda
27,00 57 SetColumnTemp - 57 °C
29,00 57 SetNHDRatio — NHD pouze NHD
97,00 57 NoCommand

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

X_AxchxMxR
B xm,x1000

kde
A je plocha piku taurinu v extraktu,
B plocha piku kalibra¢niho standardu,
koncentrace standardu taurinu v pmol/ml,
14 objem extraktu v ml,
M molarni hmotnost taurinu (Mtauin = 125,15 g/mol),
Ma hmotnost zkuSebniho vzorku v g,

R fedéni.

7 Literatura

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