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Po izokratické eluci nésleduje gradientové ¢isténi{ kolony:

Kolona pro kapalinovou chromatografii: 125 mm x 4 mm, C,g, ndplii 5 pm, nebo obdobnd

Teplota kolony: 32°C

Mobilni fize: A: 0,01 mol/l KH,PO,/methanol, 95 + 5 (V+V).
B: methanol

Gradientovy program: 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

Pritok: 1,2 ml/min

Celkovd doba zkousky: piiblizné 33 minut

9.2. Chromatografie se mtize ménit podle typu HPLC a ndplné kolony. Zvoleny systém musi byt schopen separovat

tryptofan a vnitfni standard az na zdkladn{ ,baseline“. Navic je dtlezité, aby byly od tryptofanu a vnitiniho
standardu dobfe separovdny degradacni produkty. Pro kontrolu zdkladni ,baseline“ na trovni vnitiniho
standardu pro necistoty se provede zkouska hydrolyzatu bez pfidaného vnitintho standardu. Je dilezité, aby
doba zkousky byla dostate¢nd pro dokonalou eluci viech degrada¢nich produktd, jinak méze dochdzet
v nasledujicich chromatografiich k interferencim vlivem pikd pozdni eluce.

Chromatograficky systém musi v rozsahu méfeni poskytovat linedrni odezvu. Linedrni odezva se méfi
s konstantni (béznou) koncentraci vnitfniho standardu a riznymi koncentracemi tryptofanu. Je dtlezité, aby
velikost pikd tryptofanu i vnitiniho standardu byla v linedrnim rozsahu HPLC/fluorescen¢niho systému.
Pokud je (jsou) pik(y) tryptofanu a/nebo vnitfnitho standardu pfili§ velky (velké) nebo piili§ maly (malé),
analyza se zopakuje s jinou velikosti vzorku a/nebo s jinym kone¢nym objemem.

9.3. 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.

G. STANOVENI OBSAHU HRUBYCH OLEJU A TUKU

1. Ucel a oblast pouiti
Touto metodou se stanovi obsah hrubych olejii a tukdi v krmivech.

Podle druhu a slozeni krmiva a podle ticelu, pro ktery se analyza provadi, se pouZije jeden ze dvou niZe
uvedenych postupd.

Pro stanoveni obsahu hrubych olejii a tuki v olejnatych semenech a plodech, jakoz i v krmivech, v nichz je
obsah hrubych oleji/tuki vy3si nez 15 %, se extrakce provadi postupem A a opétovnd extrakce postupem
B (bod 5.3).

1.1. Postup A — piimo extrahovatelné hrubé oleje a tuky

Tato metoda je pouzitelnd pro krmiva rostlinného ptivodu s vyjimkou téch, kterd jsou uvedena v postupu B.
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Postup B — celkovy obsah hrubych olejti a tukd
Tato metoda je pouzitelnd pro krmiva Zivoci§ného pivodu a pro vSechny krmné smési. Ma se pouzivat pro
vSechny materidly, z nichZ neni mozné oleje a tuky zcela extrahovat bez pfedchozi hydrolyzy (napt. lepek,

kvasnice, bramborové proteiny a produkty, které byly podrobeny zpracovani, jako je extruze, vlockovani
a ohfev).

Interpretace vysledkii

Ve viech piipadech, kdy se dosdhlo postupem B vyssiho vysledku nez postupem A, je tieba povazovat za
platnou hodnotu vysledek dosazeny postupem B.

Princip

Postup A

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

Postup B

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

Cinidla

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 prostiedek, napf. Kieselguhr, Hyflo-supercel.
Pfistroje

Extrakéni piistroj. Pokud je opatfen sifonem (typ Soxhlet), rychlost refluxu musi byt takovd, aby dochédzelo
k ptiblizné 10 pietokiim za hodinu; pokud se jednd o typ bezsifonovy, rychlost refluxu musi byt pfiblizné
10 ml za minutu.

Extrakéni patrony neobsahujici latky rozpustné v petroletheru a s porozitou odpovidajici pozadavkam
uvedenym v bodé 4.1.

Susdrna, bud vakuovd s teplotou 75 # 3 °C, nebo vzduchovd s teplotou 100 * 3 °C.
Postup

Postup A (viz bod 8.1)

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

Patrona se umisti do extrakéniho pfistroje (bod 4.1) a extrahuje se Sest hodin petroletherem (bod 3.1).
Petroletherovy extrakt se jima do suché, pfedem zvazené banky s tlomky pemzy (9).

Rozpoustédlo se oddestiluje, zbytek v banice se vysusi 1,5 hodiny v susdrné (bod 4.3). Nechd se vychladnout
v exsikdtoru a zvdzi se. Susf se dalsich 30 minut, aby se zajistila konstantni hmotnost oleji a tukda (abytek
hmotnosti mezi dvéma po sobé nésledujicimi vaZenimi nesmi byt vétsi nez 1 mg).

(®) Pokud mad byt vyextrahovany olej nebo tuk pouzit pro dal3i zkousky kvality, nahradi se tlomky pemzy sklenénymi kulickami.
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Postup B

Do 400 ml kddinky nebo do 300 ml kénické banky se navdzi 2,5 g vzorku s pfesnosti na 1 mg (viz bod 8.2)
a pfida se 100 ml kyseliny chlorovodikové (bod 3.3) a Glomky pemzy. Kddinka se pfikryje hodinovym sklem
nebo se ke konické barice pfipoji zpétny chladi¢. Smés se pfivede do mirného varu nad malym plamenem
nebo na topné desce a udrzuje se tak jednu hodinu. Produkt se nesmi usazovat na sténach nadoby.

Smés se vychladi a pfidd se dostate¢né mnozstvi filtracniho prostfedku (bod 3.4), aby se zabrénilo ztratim
oleje a tuku béhem filtrace. Filtruje se pres zvlhéeny, tukuprosty dvojity filtraéni papir. Zbytek na filtru se
promyva studenou vodou, dokud neni filtrat neutrdlni. Provede se kontrola, zda filtrat neobsahuje Zddny olej
nebo tuk, jinak je nutné pfed hydrolyzou provést extrakci vzorku petroletherem podle postupu A.

Dvojity filtra¢ni papir se zbytkem po hydrolyze se umist{ na hodinové sklo a susi se 1,5 hodiny ve vzduchové
susarné (bod 4.3) pii 100 + 3 °C.

Dvojity filtraéni papir s vysuSenym zbytkem se vloZi do extrakéni patrony (bod 4.2) a utésni se tukuprostou
vatou. Patrona se umisti do extrakéntho pfistroje (bod 4.1) a dile se postupuje podle druhého a tfetiho
odstavce bodu 5.1.

Postup A a opétovnd extrakce podle postupu B

Pro stanoveni obsahu hrubych oleju a tukd v olejnatych semenech a plodech, jakoz i v krmivech, v nichz je
obsah hrubych olejti/tukd vy$si nez 15 %, se extrakce provadi postupem A a opétovnd extrakce postupem B.

To znamend, Ze po extrakci petroletherem (postup A) se zbytek nebo ¢dst zbytku znovu extrahuje kyselinou
chlorovodikovou (postup B). Obsah hrubych oleji a tukd je sou¢tem vysledkti postupti A a B.

Vyjddfeni vysledku

Hmotnost zbytku se vyjadii jako procento vzorku.

Opakovatelnost

Rozdil mezi vysledky dvou paralelnich stanoveni provedenych u téhoz vzorku tymz laborantem nesmi
piekrocit:

— 0,2 % v absolutni hodnoté u obsahu hrubych olejii a tukd nizstho nez 5 %,
— 4,0 % relat. z hodnoty nejvyssiho vysledku u obsahu 5-10 %,

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

Poznamky

U produktd s vysokym obsahem oleji a tukd, které se obtizné melou nebo u kterych je obtizné odebrat
homogenni redukovany zkusebni vzorek, se postupuje timto zptisobem:

Navazi se 20 g vzorku s pfesnosti na 1 mg, promichd se s 10 nebo vice gramy bezvodého siranu sodného (bod
3.2). Extrahuje se petroletherem (bod 3.1) podle bodu 5.1. Ziskany extrakt se doplni petroletherem (bod 3.1)
na objem 500 ml a promichd. Do malé, suché, pfedem zvazené banky s tlomky pemzy se odméi 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 vrat{ do extrakéni patrony (siran sodny se jiz nepfiddvd) a postupuje se podle druhého
a trettho odstavce bodu 5.1.
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Obsah olejt a tukd se vypocte jako procento vzorku podle tohoto vzorce:

(I0m, +m,) x 5

kde:
m; = hmotnost zbytku po prvni extrakci v gramech (alikvotni ¢ésti extraktu),
m, = hmotnost zbytku po druhé extrakci v gramech.

U nékterych produktii (napf. s nizkym obsahem olejt a tuk) se miize hmotnost zkusebntho vzorku zvysit.

Krmivo pro zvifata v zijmovém chovu, které mé vysoky obsah vody, je tfeba pred hydrolyzou a extrakei podle
postupu B smichat s bezvodym siranem sodnym.

vvvvvv

U nékterych krmiv muze byt zapotiebi prodlouzit dobu suseni nad 1,5 hod. Je viak tieba zamezit pfilisnému
vysu$eni, které mize vést k niz$im vysledkiim. Lze pouzit i mikrovlnnou susdrnu.

H. STANOVENI[ OBSAHU HRUBE VLAKNINY

Ucel a oblast pouiti

Tato metoda umoznuje stanovit v krmivu obsah tukuprostych organickych ltek, které jsou nerozpustné
v roztoku kyseliny a zdsady a jsou bézné nazyvany hrubd vldknina.

Tato metoda neni pouzitelnd v pripadé lignocelulézy a rostlinného uhli (piili§ jemné ¢éstice).

Princip

Vzorek se v piipadé potieby odtucni a pusobi se na n& postupné vroucim roztokem kyseliny sirové
a hydroxidu draselného o pfesné stanovené koncentraci. Zbytek se oddéli filtraci pfes sklenény filtracni
kelimek, promyje, vysusi, zvdzi a spéli pfi teploté 475-500 °C. Ubytek vahy po spdleni odpovidd obsahu
hrubé vlakniny ve zkusebnim vzorku.

Cinidla

Kyselina sirovd, ¢ = 0,13 mol/l.

Odpénovaci ¢inidlo (napf. n-oktanol).

Filtra¢ni pomticka (Celit 545 nebo obdobnd) zihana pfi 500 °C po ¢tyfi hodiny (bod 8.6).
Aceton.

Petrolether, bod varu 40-60 °C.

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

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

Piistroje

Zahfivaci jednotka pro mineralizaci roztokem kyseliny sirové a hydroxidu draselného, s oporou pro filtra¢ni
kelimek (bod 4.2) a vybavend vypoustéci trubici s ventilem na vypousténé kapaliny a vakuum, popiipadé
stla¢eny vzduch. Kazdy den se zafizeni pfed pouZitim pét minut pfedehiiva vrouci vodou.

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