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STANOVENI OBSAHU 5-VINYL - 2-THIOOXAZOLIDONU
(GOITRINU) METODOU GC

Rozsah a ucel

Metoda specifikuje podminky pro stanoveni vinylthiooxazolidonu (dale VOT) v krmivech.
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Princip

Ze vzorku krmiva se enzymaticky uvolni 2-hydroxy-3-butenyl-isothiokyanat, ze kterého
vznikd VOT a ten se stanovi metodou plynové chromatografie.
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Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.
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Petroléter, bod varu 40 °C az 60 °C.
Chloroform.
Kyselina citronova monohydrat, roztok 2,1 g/100 ml.

Piiprava: Do 100ml odmérné baiky se navazi 2,1 g kyseliny citronové monohydratu,
rozpusti a doplni vodou (9) po znacku.

Hydrogenfosfore¢nan  disodny  dodekahydrat  (Na2HPO4.12  H20),  roztok
35,8 g/500 ml.

Piiprava: Do 500ml odmérné banky se navazi 35,8 g hydrogenfosfore¢nanu disodného
dodekahydratu, rozpusti a doplni vodou (9) po znacku.

Tlumivy roztok pH 7.

Piiprava: Smicha se 164,8 ml roztoku NaHPO4.12 H>O (4) a 35,2 ml roztoku
kyseliny citronové (3).

Bila hot¢ice (Sinapis Alba), nerozdrcena semena, ne star$i, nez dva roky.

Piiprava: Semena se pfed pouZitim jemné umelou a extrahuji se za studena

petroléterem (1). Preparovana mletd hoicice musi obsahovat aktivni thioglukosidasu
(myrosinasu) a nesmi obsahovat vice nez 500 mg VOT/kg.

VOT, standardni latka (napt. DL-Goitrin, min. 98%).

VOT, standardni roztok.

Ptiprava: Do 50ml odmérné baiky se navazi 12,5 mg VOT (7) a rozpusti
V chloroformu (2). Banka se doplni chloroformem po znacku a promicha. 1 ml tohoto
roztoku obsahuje 250 ug VOT.
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9 Voda (deionizovana, demineralizovana nebo destilovana).
10 Nosny plyn, inertni plyn — dusik, argon dokonale vysuSeny, s obsahem kysliku
pod 10 mg/kg, min. Cistoty 99,95 %.
11 Pomocny plyn: vodik min. ¢istoty 99,9 % neobsahujici organické necistoty.

12 Pomocny plyn: vzduch nebo kyslik min. Cistoty 99,9 % neobsahujici organické
necistoty.

Pristroje a pomiicky

Laboratorni mlynek vhodné konstrukce.
Analytické vahy s pfesnosti nejméné 0,001 g.
Vodni lazen, nastavitelna na 45 °C.

Odmérny valec, objem 25 ml.
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Laboratorni odstfedivka s pfisluSenstvim (kyvety o obsahu 100 ml, uzaviratelné
zatkou).

Sklenéna pipeta, objem 20 ml.
Vialky, objem 2 ml.

Plynovy chromatograf s FID detektorem a pfimym ndstiikem.
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Kapilarni kolona, sloZeni stacionarni faze: 50% dimethyl polysiloxanu a 50%
phenylu- (napt. J&W: DB-17, Supelco: SP-2250 nebo SPB-50, HP : HP-17 atd.).

5 Postup

5.1 Priprava vzorku

Ze zhomogenizovaného zkuSebniho vzorku se odebere mnozstvi vzorku pottebné k analyze.
Bezprosttedné pred analyzou se vzorek mele na velikost ¢astic max. 1 mm, pficemZ nesmi
dojit k zahtati vzorku.

5.2 Piiprava extraktu

Do odstied’'ovaci kyvety (5) se navazi 2 g zkuSebniho vzorku s pfesnosti = 0,005 g. Pokud
vzorek obsahuje vice nez 50 g/kg tuku, ptida se 25 ml petroléteru (1), tfepe se asi 2 az 3 min,
odstfedi se a vrchni vrstva se odlije. TotéZ se opakuje jeSté¢ jednou a nakonec se zbylé
rozpoustédlo odstrani proudem vzduchu. K odtu¢nénému vzorku (nebo vzorku s obsahem
tuku menSim nez 50g/kg) v kyveté se pfidd odmérnym valcem (4) 15 ml tlumivého roztoku
(5) a 0,2 g bilé hoicice (6), navazené s presnosti nejméné 0,01 g. Kyveta se uzavie zatkou
a dikladné protiepe. Potom se vlozi na 90 min do vodni lazné¢ (3) vyhtaté na 45 °C.
Po 90 min se kyveta vyjme a necha vychladnout. Pipetou (6) se do kyvety ptida 40 ml
chloroformu (2), kyveta se dobie uzavie zatkou a obsah se protfepava 2 min. Pak se kyveta
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vlozi do odstiedivky (5) a vzorek se odstfed’'uje tak dlouho, az je kapalina nad sedimentem
zcela cira. Cast spodni (chloroformové) vrstvy se odebere do suché vialky (7) a pouzije se
k chromatografické analyze, ktera se provede nejlépe bezprostiedné. Neni-li to mozné, vzorky

se uskladni v téchto vialkach v mrazicim boxu.

5.3 Stanoveni plynovou chromatografii

Optimalizace podminek

Ptistroj (8) se optimalizuje podle pokynii vyrobce. Pro konkrétni vybranou kolonu a nosny
plyn se optimalizuje prutok nosného plynu podle doporuceni vyrobce kolony. Teplota
detektoru se nastavi o 20 °C az 50 °C vyse nez teplota vyhiivani kolony, nejméné ale
na 150 °C. Teplota injektoru se nastavi podle pokynt v manualu piistroje.

Ptiklad chromatografickych podminek a teplotniho programu v tabulkach 1 a 2.

Tabulka 1. Priklad podminek chromatografického stanoveni

Plynovy chromatograf

Agilent 6890N

Kolona Kapilarni DB-17 (15m % 0,32 mm, film 0,5 um)
Nosny plyn Dusik
Pritok nosného plynu 2 ml/min

Objem néstiiku, rezim davkovani

5 ul, splitless

Teplota nastiiku 230°C
Teplota kolony 190 °C
Teplota detektoru 240 °C
Detektor FID

Doba analyzy cca 14 min

Tabulka 2.Casovy priibéh analyzy — teplotni program.

Cas Teplota Teplotni nariist Prodleva
(min) (°C) (°C/min) (min)
0 60 - 1,8
18 60 25 -
6,9 190 - 72
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Kalibrace

Do sady 25ml odmérnych ban¢k se pipetuje (0,5; 1,0; 2,0; 4,0 a 8,0) ml standardniho roztoku
VOT (8), baniky se doplni po znacku chloroformem (2) a promichaji. Tyto kalibra¢ni roztoky
obsahuji (5, 10, 20, 40 a 80) ug VOT/ml. Do plynového chromatografu se nasttikuje 5 pl
kazdého standardu a méfi se plochy pikii. Kalibra¢ni graf se sestavi vynesenim ploch piki
proti koncentracim standardd VOT.

Analyza

Nastavi se optimdlni podminky. Na kolonu chromatografu se nastfikne 5 pl extraktu
ptipraveného podle 5.2 a vyhotovi se chromatograficky zdznam. Zméii se plocha piku VOT
a koncentrace VOT v pg/ml se stanovi odeétenim z kalibra¢niho grafu.

6 Vypocet a vyjadieni vysledki
Obsah VOT v mg/kg se vypocita podle vztahu

40xC
m

X =

kde

C je koncentrace VOT v pg/ml, zjisténa z kalibra¢niho grafu,

m hmotnost navazky zkuSebniho vzorku v g.

Vysledkem stanoventi je aritmeticky primér vysledkii dvou soubézné provedenych stanoveni,
které splituji podminku opakovatelnosti a vyjadiuje se s piesnosti na celé jednotky mg/kg.
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