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SMERNICE KOMISE 2000/45/ES
ze dne 6. Cervence 2000,

kterou se stanovi analytické metody Spolecenstvi pro stanoveni vitaminu A, vitaminu E
a tryptofanu v krmivech

(Text s vyznamem pro EHP)

KOMISE EVROPSKYCH SPOLECENSTVI,
s ohledem na Smlouvu o zaloZeni Evropského spolecenstvi,

s ohledem na smérnici Rady 70/373/EHS ze dne
20. Cervence 1970, kterou se zavadi metody odbéru vzorkd
a analyzy Spolecenstvi pro tfedni kontrolu krmiv ('), napo-
sledy pozménénou aktem o pfistoupeni Rakouska, Finska
a Svédska (3), a zejména na Clanek 2 uvedené smérnice,

vzhledem k tomu, Ze:

(1)  Smérnice 70/373/EHS stanovi, ze Gfedni kontroly krmiv
za Glelem zjisténi, zda jsou splnény pozadavky pravnich
a spravnich predpisti na jakost a sloZeni krmiv, musi
byt provadény za pouziti metod Spolecenstvi pro odbér
vzorkd a analyzy.

(2)  Smérnice Rady 70/524/EHS ze dne 23. listopadu 1970
o doplikovych latkich v krmivech (}), naposledy
pozménénd nafizenim Komise (ES) ¢ 2439/1999 ze
dne 17. listopadu 1999 (%), stanovi, ze obsah vitaminu
A a vitaminu E musi byt uvddén na etiketich, pokud
jsou tyto latky pfiddny do premixd a krmiv.

(3)  Smérnice Rady 79/373/EHS ze dne 2. dubna 1979
o uvadéni krmnych smési na trh (°), naposledy pozmé-
nénd smérnici Komise 2000/16/ES (°), a smérnice Rady
93/74[EHS ze dne 13. zaf{ 1993 o krmivech urcenych
ke zvldstnim dceltm vyzivy (), naposledy pozménénd
smérnici 96/25[ES (¥), stanovi, Ze aminokyseliny musi
byt uvadény na etiketdch krmiv.

(49 Musi byt stanoveny analytické metody pro kontrolu
téchto latek.

(5)  Opatieni této smérnice jsou v souladu se stanoviskem
Stalého vyboru pro krmiva,

vést. L 170, 3.8.1970, s. 2.
vést. C 241, 29.8.1994, s. 1.
vést. L 270, 14.12.1970, s. 1.
vést. L 297, 18.11.1999, s. 8.
vést. L 86, 6.4.1979, s. 30.
vést. L 105, 3.5.2000, s. 36.
vést. L 237, 22.9.1993, s. 23.
vést. L 125, 23.5.1996, s. 35.
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PRIJALA TUTO SMERNICI:

Cldnek 1
Clenské staty zajisti, aby se tifedni kontroly obsahu vitaminu A,
vitaminu E a tryptofanu v krmivech a premixech provadély
metodami stanovenymi v piiloze.

Cldnek 2
Clenské stity uvedou v G&innost prévni a spravni piedpisy
nezbytné pro dosazeni souladu s touto smérnici nejpozdéji do
31. srpna 2000. Neprodlené o nich uvédomi Komisi.
Budou tyto pfedpisy pouzivat od 1. zdfi 2000.

Tato opatieni pfijatd clenskymi staty musi obsahovat odkaz na

tuto smérnici nebo musi byt takovy odkaz ucinén pii jejich

ufednim vyhlaseni. Zpusob odkazu si stanovi ¢lenské stdty.
Cldnek 3

Tato smérnice vstupuje v platnost dvacitym dnem po
vyhldSeni v Ufednim véstniku Evropskych spolecenstvi.

Cldnek 4

Tato smérnice je urcena ¢lenskym stattm.

V Bruselu dne 6. Cervence 2000.

Za Komisi
David BYRNE

clen Komise
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PRILOHA
CAST A

STANOVEN{ VITAMINU A

Utel a oblast pouziti

Tato metoda je urCena pro stanoveni vitaminu A (retinolu) v krmivech a premixech. Vitamin A zahrnuje all-
trans-retinyl alkohol a jeho cis izomery, které se stanovi touto metodou. Obsah vitaminu A je vyjidien v mezi-
nérodnich jednotkdch (IU) na kg. Jedna IU odpovidd aktivité 0,300 pg all-trans-vitamin A alkoholu nebo
0,344 g all-trans-vitamin A acetdtu nebo 0,550 pg all-trans-vitamin A palmitdtu.

Mez stanovitelnosti je 2 000 IU vitaminu A/kg.

Princip

Vzorek je hydrolyzovan etanolovym roztokem hydroxidu draselného a vitamin A je extrahovdn do petroléteru.
Rozpoustédlo je odstranéno odpafenim a zbytek se rozpusti v metanolu a, pokud je to nutné, zfedi na pozado-
vanou koncentraci. Obsah vitaminu A se stanovi reverzni fdzi vysoce G¢inné kapalinové chromatografie (RP-
HPLC) za pouziti UV nebo fluorescen¢ni detekce. Chromatografické parametry jsou vybirdny tak, aby nedoslo
k oddéleni all-trans-vitamin A alkoholu a jeho cis izomera.

Cinidla

Etanol, 0 = 96 %

Petroléter, rozsah varu 40 az 60 °C

Metanol

Roztok hydroxidu draselného, p = 50 g/100 ml

Roztok askorbanu sodného, f = 10 g/100 ml (viz 7.7 pozndmky)

Sulfid sodny, Na,S. x H,O (x = 7-9)

Roztok sulfidu sodného, ¢ = 0,5 mol/l v glycerolu, f = 120 g/l (pro x = 9) (viz 7.8 pozndmky)

Roztok fenolftaleinu, f = 2 g/100 ml v etanolu (3.1)

2-propanol

Mobilni fize pro HPLC: smés metanolu (3.3) a vody, napt. 980 + 20 (objemové + objemové). Extrakéni
pomér bude stanoven charakteristikami pouzité kolony.

Dusik, prosty kysliku

All-trans-vitamin A acetdt, extra Cisty, ovéfené aktivity, napt. 2,80 x 106 [U[g

Zasobni roztok all-trans-vitamin A acetdtu: OdvaZte s pfesnosti na 0,1 mg 50 mg acetdtu vitaminu A (3.11)
do 100 ml odmérné banky. Rozpustte ve 2-propanolu (3.8) a doplite po znacku stejnym rozpoustédlem.
Nomindlni koncentrace tohoto roztoku je 1 400 IU vitaminu A na ml. Pfesny obsah mus{ byt stanoven podle
5.6.3.1.

All-trans-vitamin A palmitdt, extra Cisty, ovéfené aktivity, napt. 1,80 x 10° IU/g.

Zéasobni roztok all-trans-vitamin A palmitdtu: OdvaZte s presnosti na 0,1 mg 80 mg palmitdtu vitaminu
A (3.12) do 100 ml odmérné bariky. Rozpustte ve 2-propanolu (3.8) a dopliite po znacku stejnym rozpousté-
dlem. Nomindlni koncentrace tohoto roztoku je 1 400 IU vitaminu A na ml. Pfesny obsah musi byt stanoven

podle 5.6.3.2.

2,6-Di-tert-butyl-4-methylphenol (BHT) (viz 7.5 poznamky)

Pistroje a pomiicky
Rotaéni vakuové odparka

Nédobi z opakniho skla
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4.8.1

4.8.2

5.1

5.2

5.3

Banky s plochym dnem nebo Erlenmeyerovy bariky, 500 ml, se zdbrusovymi hrdly
Odmérné banky se zdbrusovymi zdtkami, tizkohrdlé, 10, 25, 100 a 500 ml

Délici nélevky, kuzelovité, 1 000 ml, se zdbrusovymi zdtkami

Hruskovité banky, 250 ml, se zdbrusovymi hrdly

Allihntv kondenzdtor, délka izola¢ni vrstvy 300 mm, se zdbrusovym hrdlem, s adaptérem pro pfivodni trubici
plynu.

Skladany filtra¢ni papir pro oddéleni fize, primér 185 mm (napf. Schleicher & Schuell 597 HY 1/2)
HPLC vybava se vstiikovacim systémem

Kolona pro kapalinovou chromatografii, 250 mm x 4 mm, C,, velikost ¢dstic ndplné¢ 5 nebo 10 pm nebo
obdobné (vykonnostni parametry: pouze jednotlivy pik pro viechny izomery retinolu za podminek HPLC)

UV nebo fluorescenéni detektor s proménlivym nastavenim vinové délky
Spektrofotometr s 10 mm kfemennymi kyvetami

Vodn{ ldzen s magnetickym michadlem

Extrakéni pristroj (viz obrazek 1) sestdvajici ze:

Sklenény odmérny valec o objemu 11 vybaveny zdbrusovym hrdlem a zitkou

Zéabrusové vlozka vybavend boénim ramenem a nastavitelnou trubici prochdzejici stiedem. Nastavitelnd trubice
musi mit spodn{ konec ve tvaru pismene U a trysku na opacném konci tak, aby mohla byt horni vrstva kapa-
liny ve vélci pfevedena do délici ndlevky.

Postup

Pozndmka: ~ Vitamin A je citlivy viici (UV) svétlu a oxidaci. Viechny operace musi byt provddény v nepfitomnosti svétla (za
pouziti nddobi z opakniho skla, nebo nddobi chrdnéného hlintkovou féli)) a kysliku (vyplichnéte dusikem).
Vzduch nad kapalinou musi byt béhem extrakce nahrazen dusikem (vyhnéte se pietlaku obcasnym povolenim
zatky).

Piprava vzorku

Rozmélnéte vzorek tak, aby prosel sitem s otvory 1 mm, pficemz dbejte, aby nedoslo k zahfdti. Rozmélnén{
musi byt provedeno bezprostfedné pied vazenim a saponifikaci, jinak maze dojit ke ztrdtdm vitaminu A.

Saponifikace

V zdvislosti na obsahu vitaminu A, odvazte s presnosti na 0,01 g, 2 g az 25 g vzorku do 500 ml banky
s plochym dnem nebo Erlenmeyerovy banky (4.2.1). Piidejte postupné za stilého krouzeni 130 ml etanolu
(3.1), pfiblizné 100 mg BHT (3.13), 2 ml roztoku askorbanu sodného (3.5) a 2 ml roztoku sulfidu sodného
(3.6). Piipojte kondenzdtor (4.3) k bance a ponoite battku do vodni ldzné s magnetickym michadlem (4.7).
Zahfejte k varu a nechejte odtékat pét minut. Potom pfidejte 25 ml roztoku hydroxidu draselného (3.4) ptes
kondenzdtor (4.3) a nechejte odtékat dalsich 25 minut za stdlého michdni pod pomalym proudem dusiku.
Potom vypldchnéte kondenzdtor piiblizné 20 ml vody a obsah banky ochladte na pokojovou teplotu.

Extrakce

Pevedte dekantaci saponifikovany roztok kvantitativné vyplachnutim celkovym objemem 250 ml vody do
1000 ml délici nélevky (4.2.3) nebo do extrakéniho piistroje (4.8). Vyplachnéte saponifikacni banku postupné
25 ml etanolu (3.1) a 100 ml petroléteru (3.2) a prevedte vyplachy do délici nalevky nebo do extrakéniho
piistroje. Podil vody a etanolu v kombinovanych roztocich musi byt okolo 2:1. Tfepejte silné dvé minuty
a nechejte ustdt dvé minuty.

Extrakce s pouzitim délici nélevky (4.2.3)

Kdyz se vrstvy oddélily (viz pozndmky 7.3), prevedte vrstvu petroléteru do dalsi délici ndlevky (4.2.3). Opakujte
tuto extrakci dvakrdt 100 ml petroléteru (3.2) a dvakrat 50 ml petroléteru (3.2).

Promyjte kombinované extrakty v délici ndlevce dvakrdt 100 ml ddvkami vody za soucasného krouZeni (aby se
zabrénilo tvorbé emulzi) a potom opakovanym tiepanim s daldimi 100 ml davkami vody, dokud voda nezii-
stvd bezbarvd za piidavku roztoku fenolftaleinu (3.7) (Ctyfndsobné promyvani je obycejné dostacujici). Prefil-
trujte extrakt pres suchy sklddany filtr pro déleni fdzi (4.4), aby se odstranila vSechna suspendovand voda do
500 ml odmérné banky (4.2.2). Vyplachnéte délici ndlevku a filtr 50 ml petroléteru (3.2), dopliite po znacku
petroléterem (3.2) a dobte promichejte.
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Extrakce za pouziti extrakéniho piistroje (4.8)

Kdyz se vrstvy oddelily (viz pozndmky 7.3), nahradte zdtku sklenéného vélce (4.8.1) za zdbrusovou vlozku
(4.8.2) a nasmérujte dolni konec ve tvaru pismene U nastavitelné trubice tak, aby byl pravé nad hladinou
rozhrani. Za pomoci tlaku z rozvodu dusiku do postranniho ramene, ptevedte vrchni vrstvu petroléteru do
1000 ml délici ndlevky (4.2.3) Piidejte 100 ml petroléteru (3.2) do sklenéného vilce, zazdtkujte a dobie
protiepejte. Nechejte vrstvy oddélit se a prevedte vrchni vrstvu do délici nédlevky jako predtim. Opakujte postup
extrakce dalsimi 100 ml petroléteru (3.2), potom dvakrdt 50 ml ddvkami petroléteru (3.2) a pfidejte vrstvy
petroléteru do délici ndlevky.

Promyjte kombinované extrakty petroléteru tak, jak je to popsdno v 5.3.1, a pokracujte jak je tam popsdno.

Piiprava roztoku vzorku pro HPLC

Odpipetujte alikvotni ¢ast roztoku petroléteru (z 5.3.1 nebo 5.3.2) do 250 ml banky ve tvaru hrusky (4.2.4).
Odpaite rozpoustédlo téméf do sucha na rota¢ni vakuové odparce (4.1) za snizeného tlaku pii teploté vodni
ldzné nepiekracujici 40 °C. Obnovte atmosféricky tlak pfipusténim dusiku (3.10) a odpojte baiiku od rota¢ni
vakuové odparky. Odstrafite zbyvajici rozpoustédlo proudem dusiku (3.10) a ihned rozpustte zbytek ve
zndmém objemu (10-100 ml) metanolu (3.3) (koncentrace vitaminu A by méla byt v rozsahu 5 IU/ml az 30
[U/ml).

Stanoveni pomoci HPLC

Vitamin A je oddélen na reverzni fizové koloné C g (4.5.1) a koncentrace je méfena pomoci UV detektoru
(325 nm) nebo fluorescen¢niho detektoru (excitace: 325 nm, emise: 475 nm) (4.5.2).

Vstitknéte alikvotni ¢dst (napt. 20 pl) metanolového roztoku ziskaného v 5.4 a vymyvejte mobilni fazi (3.9).
Vypoctéte stiedni vysku piku (plochu) nékolika vstikti roztoku stejného vzorku a stfedni vysky (plochy) néko-
lika vstfiki kalibracnich roztokd (5.6.2).

Podminky HPLC

Nésledujici podminky jsou pfedklddany jako doporuceni; ostatni podminky sméji byt pouzity za ptredpokladu,
Ze poskytuji shodné vysledky.

Kolona pro kapalinovou chromatografii (4.5.1): 250 mm x 4 mm, C18, velikost ¢dstic ndplné 5 nebo
10 pm nebo ekvivalent

Mobilni fize (3.9): Smés metanolu (3.3) a vody, napi. 980 + 20 (objemové +
objemove)

Uroveii toku: 1 -2 ml/min.

Detektor (4.5.2): UV detektor (325 nm) nebo fluorescencni detektor (exci-

tace: 325 nm/emise: 475 nm)

Kalibrace
Piiprava standardnich pracovnich roztokd

Odpipetujte 20 ml zdsobniho roztoku vitamin A acetitu (3.11.1) nebo 20 ml zdsobniho roztoku vitamin
A palmititu (3.12.1) do 500 ml batiky s plochym dnem nebo Erlenmeyerovy bariky (4.2.1) a hydrolyzujte, jak
je to popsano v 5.2, ale bez ptidavku BHT. Nasledné extrahujte petroléterem (3.2) podle 5.3 a doplite do
500 ml petroléterem (3.2). Odpaite 100 ml tohoto extraktu na rotacni vakuové odparce (viz 5.4) téméf do
sucha, odstrante zbyvajici rozpoustédlo proudem dusiku (3.10) a znovu rozpustte zbytek v 10,0 ml metanolu
(3.3). Nomindlni koncentrace tohoto roztoku je 560 IU vitaminu A/1 ml. Pfesny obsah se stanovi podle 5.6.3.3
Standardni pracovni roztok musi byt Cerstvé ptipraven pied pouzitim.

Pipetujte 2,0 ml tohoto standardniho pracovniho roztoku do 20 ml odmérné bariky, dopliite po znacku meta-
nolem (3.3) a promichejte. Nomindlni koncentrace tohoto zfedéného standardniho pracovniho roztoku je 56
IU vitaminu A na ml.
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5.6.2  Priprava kalibra¢nich roztokt a kalibra¢ni graf

Prevedte 1,0, 2,0, 5,0 a 10,0 ml zfedéného standardniho pracovniho roztoku do sérif 20 ml odmérnych banék,
dopliite po znacku metanolem (3.3) a promichejte. Nomindlni koncentrace téchto roztoki jsou 2,8, 5,6, 14,0
a 28,0 IU vitaminu A na ml.

Vstitknéte nékolikrdt 20 pl kazdého kalibracniho roztoku a stanovte stfedni vysky pikt (plochy). Za pouziti
stiednich vysek pika (ploch) nyrysujte kalibracni graf odpovidajici vysledkéim UV kontroly (5.6.3.3).

5.6.3 UV standardizace standardnich roztoka
5.6.3.1 Zasobni roztok vitamin A acetdtu

Pipetujte 2,0 ml zdsobntho roztoku vitamin A acetdtu (3.11.1) do 50 ml odmérné banky (4.2.2) a doplite po
znacku 2-propanolem (3.8) Nomindlni koncentrace tohoto roztoku je 56 IU vitaminu A na ml. Pipetujte
3,0 ml tohoto zfedéného roztoku vitamin A acetdtu do 25 ml odmérné banky a dopliite po znacku 2-propa-
nolem (3.8). Nomindlni koncentrace tohoto roztoku je 6,72 IU vitaminu A na ml. Zméfte UV spektrum tohoto
roztoku proti 2-propanolu (3.8) ve spektrofotometru (4.6) mezi 300 nm a 400 nm. Extinkéni maximum musi
byt mezi 325 nma 327 nm.

Vypocet obsahu vitaminu A:
[U vitaminu A/ml = E,,; x 19,0

1%
011 pro vitamin A acetat = 1 530 pfi 326 nm ve 2-propanolu)

E
(1c1

5.6.3.2 Zasobni roztok vitamin A palmitdtu

Pipetujte 2,0 ml zdsobniho roztoku vitamin A palmitdtu (3.12.1) do 50 ml odmérné banky (4.2.2) a doplite
po znacku 2-propanolem (3.8) Nomindlni koncentrace tohoto roztoku je 56 IU vitaminu A na ml. Pipetujte
3,0 ml tohoto zfedéného roztoku vitamin A palmititu do 25 ml odmérné banky a doplite po znacku 2-
propanolem (3.8). Nomindlni koncentrace tohoto roztoku je 6,72 IU vitaminu A na ml. Zméfte UV spektrum
tohoto roztoku proti 2-propanolu (3.8) ve spektrofotometru (4.6) mezi 300 nm a 400 nm. Extinkéni
maximum musi byt mezi 325 nma 327 nm.

Vypocet obsahu vitaminu A:
[Uvitaminu A/ml = E,,; x 19,0

1%

(E Lem PT© vitamin A acetat = 957 p¥i 326 nm ve 2-propanolu)
c

5.6.3.3 Standardni pracovni roztoky vitaminu A

Pipetujte 3,0 ml nezfedéného standardniho pracovniho roztoku vitaminu A, pfipraveného podle 5.6.1 do
50 ml odmérné banky (4.2.2) a dopliite po znacku 2-propanolem (3.8). Pipetujte 5,0 ml tohoto roztoku do
25 ml odmérné banky a doplite po znacku 2-propanolem (3.8). Nomindlni koncentrace tohoto roztoku je
6,72 IU vitaminu A na ml. Zméite UV spektrum tohoto roztoku proti 2-propanolu (3.8) ve spektrofotometru
(4.6) mezi 300 nm a 400 nm. Extinkén{ maximum musi byt mezi 325 nma 327 nm.

Vypocet obsahu vitaminu A:
[U vitaminu A/ml = E,,; x 18,3

1%

(E Lem PO vitamin A alkohol = 1 821 pii 325 nm ve 2-propanolu)
c

6. Vypocet vysledkit

Ze stiedni vysky (plochy) piku pro roztok vzorku vitaminu A stanovte koncentraci roztoku vzorku v IU/ml ve
vztahu ke kalibracnimu grafu (5.6.2).
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7.3
7.4
7.5
7.6
7.7
7.8

Obsah vitaminu A w v 1U[kg ve vzorku je ddn ndsledujici rovnici:
500 . B .V, . 1000

= —————— (IU/k
w vom (1U/kg)
ve které:
p = koncentrace vitaminu A v roztoku vzorku (5.4) v 1U/ml

A% objem roztoku vzorku (5.4) v ml

V, = objem alikvot odebranych v 5.4 v ml

)

m = hmota zkuSebni divky v g

Pozndmky

U vzorkl s nizkou koncentraci vitaminu A mdze byt uzite¢né spojit extrakty petroléteru dvou saponifikacnich
vsazek (hmotnostn{ hodnota: 25 g) do jednoho roztoku vzorku pro stanoveni pomoci HPLC.

Mnozstvi tuku ve vzorku odebraném pro analyzu by nemélo prekrocit 2g.

Pokud se neobjevi fazové déleni, pfidejte pfiblizné 10 ml etanolu (3.1), k rozruseni emulze.

U rybiho tuku a ostatnich ¢istych tukd by méla byt doba saponifikace prodlouzena na 45-60 minut.
Namisto BHT muze byt pouzit hydrochinon.

Oddéleni izomer retinolu je mozné s pouzitim normdlni fizové kolony.

Namisto askorbanu sodného muze byt pouzito piiblizné 150 mg kyseliny askorbové.

Namisto roztoku sulfidu sodného mtize byt pouzito pfiblizné 50 mg EDTA.

Opakovatelnost

Rozdil mezi vysledky dvou paralelnich stanoveni provedenych u stejného vzorku nesmi piekrocit 15 %
z vyssiho vysledku.

Vysledky studijni spoluprace (')

Premix Premi?(ové Minerélnj Bﬂkovinn}} Krmivo pro
krmivo koncentrét koncentrat selata

L 13 12 13 12 13

n 48 45 47 46 49
stied [1U/kg] 17,02 x 10° 1,21 x 10¢ 537 100 151 800 18 070
s, [IU/kg] 0,51 x 10° 0,039 x 10°¢ 22 080 12 280 682
r [IU/kg] 1,43 x 10¢ 0,109 x 10¢ 61 824 34 384 1910
CV, [1U/kg] 3,0 3,5 4,1 81 3,8
sy [IU/kg] 1,36 x 10° 0,069 x 10° 46 300 23 060 3614
R [1U[kg] 3,81 x 10° 0,193 x 10¢ 129 640 64 568 10 119
CV, [%] 8,0 6,2 8,6 15 20

L pocet laboratori

n:  pocet jednotlivych hodnot

s standardni odchylka opakovatelnosti

sy standardni odchylka reprodukovatelnosti
I opakovatelnost

R:  reprodukovatelnost

CV.: koeficient variace opakovatelnosti

CVy: koeficient variace reprodukovatelnosti

(') Rizené pracovni skupinou pro krmiva Verband Deutscher Landwirtschaftlicher Untersuchungs- und Forschungsanstalten (VDLUFA).
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Sklenény vélec (4.8.1)
(vyska piiblizné 48 cm)

Vrstva petroléteru

Vodnatd vrstva
+
saponifikované

krmivo

Obriazek 1: Extrakéni piistroj (4.8)

i Sklenéna zabrusové vlozka (4.8.2)
(délka piiblizné 45 cm)

~age— Nastavitelnd trubice
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3.1

3.2

33

3.4

3.5

3.6

3.6.1

3.7

3.8

3.9

3.10.1

4.1

4.2

4.2.1

CAST B

STANOVENI VITAMINU E

Utel a oblast pouziti

Tato metoda je urCena pro stanoveni vitaminu E v krmivech a premixech. Obsah vitaminu E je vyjadfen jako
mg DL-a-tokoferol acetdtu na kg. 1 mg DL-a-tokoferol acetdtu odpovidd 0,91 mg DL-a-tokoferolu (vitamin E).

Mez stanovitelnosti je 2 mg vitaminu E/kg.

Princip

Vzorek je hydrolyzovédn etanolovym roztokem hydroxidu draselného a vitamin E je extrahovan do petroléteru.
Rozpoustédlo je odstranéno odpafenim a zbytek se rozpusti v metanolu a, pokud je to nutné, zfedi na pozado-
vanou koncentraci. Obsah vitaminu E se stanovi reverzni fdzi vysoce G¢inné kapalinové chromatografie (RP-
HPLC) za pouziti UV nebo fluorescen¢niho detekee.

Cinidla

Etanol, 0 = 96 %

Petroléter, rozsah varu 40 az 60 °C

Metanol

Roztok hydroxidu draselného, f = 50 g/100 ml

Roztok askorbanu sodného, f = 10 g/100 ml (viz 7.7 pozndmky)

Sulfid sodny, Na,S. x H,O0 (x = 7-9)

Roztok sulfidu sodného, ¢ = 0,5 mol/l v glycerolu, f = 120 g/l (pro x = 9) (viz 7.8 pozndmky)

Roztok fenolftaleinu, f = 2 g/100 ml v etanolu (3.1)

Mobilni fize pro HPLC: smés metanolu (3.3) a vody, napf. 980 + 20 (objemové + objemovg). Extrakéni
pomér bude stanoven charakteristikami pouzité kolony.

Dusik, prosty kysliku
DL-a-tokoferol acett, extra Cisty, ovérené aktivity

Zasobni roztok DL-a-tokoferol acetdtu: Odvazte s pfesnosti na 0,1 mg, 100 mg DL-a-tokoferol acetitu (3.10)
do 100 ml odmérné bariky. Rozpustte v etanolu (3.1) a dopliite po znacku stejnym rozpoustédlem. 1 ml
tohoto roztoku obsahuje 1 mg DL-a-tokoferol acetitu. (UV kontrola — viz 5.6.1.3; stabilizace — viz 7.4
pozndmky).

DL-a-tokoferol, extra Cisty, ovérené aktivity

Odvazte s ptesnosti na 0,1 mg, 100 mg DL-a-tokoferolu (3.10) do 100 ml odmérné bariky. Rozpustte v eta-
nolu (3.1) a dopliite po znacku stejnym rozpoustédlem. 1 ml tohoto roztoku obsahuje 1 mg DL-a-tokoferolu.
(UV kontrola — viz 5.6.2.3; stabilizace — viz 7.4 pozndmky).

2,6-Di-tert-butyl-4-methylphenol (BHT) (viz 7.5 poznamky)

Pistroje a pomiicky
Rotaéni vakuové odparka
Nédobi z opakniho skla

Banky s plochym dnem nebo Erlenmeyerovy bariky, 500 ml, se zdbrusovymi hrdly
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4.2.2

423

4.2.4

4.3

4.4

4.5

4.6

4.7

4.8

4.8.1

4.8.2

5.1

5.2

5.3

Odmérné banky se zdbrusovymi zdtkami, tizkohrdlé, 10, 25, 100 a 500 ml
Délici ndlevky, kuzelovité, 1 000 ml, se zdbrusovymi zdtkami
Hruskovité banky, 250 ml, se zabrusovymi hrdly

Allihniiv kondenzdtor, délka izola¢ni vrstvy 300 mm, se zdbrusovym hrdlem, s adaptérem pro piivodni trubici
plynu

Skladany filtra¢ni papir pro oddéleni fize, primér 185 mm (napf. Schleicher & Schuell 597 HY 1/2)
HPLC vybava se vstiikovacim systémem

Kolona pro kapalinovou chromatografii, 250 mm x 4 mm, C,;, velikost ¢dstic ndplné 5 nebo 10 pm nebo ekvi-
valent

UV nebo fluorescenéni detektor s proménlivym nastavenim vinové délky
Spektrofotometr s 10 mm kfemennymi kyvetami

Vodni ldzen s magnetickym michadlem

Extrakéni piistroj (viz obrdzek 1) sestdvajici ze:

Sklenény odmérny valec o objemu 11 vybaveny zdbrusovym hrdlem a zdtkou

Zébrusové vlozka vybavend bo¢nim ramenem a nastavitelnou trubici prochdzejici stiedem. Nastavitelnd trubice
musi mit spodn{ konec ve tvaru pismene U a trysku na opacném konci tak, aby mohla byt horni vrstva kapa-
liny ve valci pfevedena do délici ndlevky.

Postup

Pozndmka: Vitamin E je citlivy viéi (UV) svétlu a oxidaci. Vsechny operace musi byt provddény v nepfitomnosti svétla (za
pouziti nddobi z opakniho skla, nebo nddobi chrénéného hlinikovou félii) a kysliku (vyplichnéte dusikem).
Vzduch nad kapalinou musi byt béhem extrakce nahrazen dusikem (vyhnéte se pietlaku obcasnym povolenim
zétky).

Pi{prava vzorku

Rozmélnéte vzorek tak, aby prosel sitem s otvory 1 mm, pficemz dbejte, aby nedoslo k zahfdti. Rozmélnéni
musi byt provedeno bezprostfedné pied vaZzenim a saponifikac, jinak maZze dojit ke ztratdm vitaminu E.

Saponifikace

V zévislosti na hmotnosti obsahu vitaminu E odvazte s presnosti na 0,01 g, 2 g az 25 g vzorku do 500 ml
banky s plochym dnem nebo Erlenmeyerovy barnky (4.2.1). Pridejte postupné za stalého krouzeni 130 ml
etanolu (3.1), pfiblizné 100 mg BHT (3.12), 2 ml roztoku askorbanu sodného (3.5) a 2 ml roztoku sulfidu
sodného (3.6). Pripojte kondenzétor (4.3) k bance a ponofite baiku do vodni ldzné s magnetickym michadlem
(4.7). Zahtejte k varu a nechejte odtékat pét minut. Potom pfidejte 25 ml roztoku hydroxidu draselného (3.4)
pies kondenzdtor (4.3) a nechejte odtékat dalsich 25 minut za stdlého michdni pod pomalym proudem dusiku.
Potom vyplachnéte kondenzator pfiblizné 20 ml vody a obsah banky ochladte na pokojovou teplotu.

Extrakce

Pevedte dekantaci saponifikovany roztok kvantitativné vyplachnutim celkovym objemem 250 ml vody do
1 000 ml délici ndlevky (4.2.3) nebo do extrakéniho pfistroje (4.8). Vyplachnéte saponifika¢ni baiku postupné
25 ml etanolu (3.1) a 100 ml petroléteru (3.2) a prevedte vyplachy do délici nilevky nebo do extrakéniho
piistroje. Podil vody a etanolu v kombinovanych roztocich by mél byt okolo 2:1. Trepejte silné dvé minuty
a nechejte ustdt dvé minuty.

Extrakce s pouzitim délici ndlevky (4.2.3)

Kdyz se vrstvy oddélily (viz pozndmky 7.3), prevedte vrstvu petroléteru do dalsi délici ndlevky (4.2.3). Opakujte
tuto extrakci dvakrat 100 ml petroléteru (3.2) a dvakrat 50 ml petroléteru (3.2).



03/sv. 30 Utedni véstnik Evropské unie

21

Promyjte kombinované extrakty v délici ndlevce dvakrat 100 ml ddvkami vody za soucasného krouzeni (aby se
zabrénilo tvorbé emulzi) a potom opakovanym tiepdnim s dalsimi 100 ml dévkami vody, dokud voda nezii-
stdvd bezbarvd za pfidavku roztoku fenolftaleinu (3.7) (¢tyfndsobné promyvdni je obycejné dostacujici). Piefil-
trujte extrakt pres suchy sklddany filtr pro déleni fdzi (4.4), aby se odstranila vSechna suspendovand voda do
500 ml odmérné banky (4.2.2). Vyplachnéte délici ndlevku a filtr 50 ml petroléteru (3.2), doplite po znacku
petroléterem (3.2) a dobfe promichejte.

5.3.2  Extrakce za pouziti extrakéniho pfistroje (4.8)

Kdyz se vrstvy oddélily (viz pozndmky 7.3), nahradte zdtku sklenéného vilce (4.8.1) za zdbrusovou vlozku
(4.8.2) a nasmérujte dolni konec ve tvaru pismene U nastavitelné trubice tak, aby byl pravé nad hladinou
rozhrani. Za pomoci tlaku z rozvodu dusiku do postranniho ramene, ptevedte vrchni vrstvu petroléteru do
1000 ml délici ndlevky (4.2.3) Piidejte 100 ml petroléteru (3.2) do sklenéného vilce, zazdtkujte a dobfe
protiepejte. Nechejte vrstvy oddélit se a prevedte vrchni vrstvu do délici nédlevky jako predtim. Opakujte postup
extrakce dal§imi 100 ml petroléteru (3.2), potom dvakrdt 50 ml ddvkami petroléteru (3.2) a pfidejte vrstvy
petroléteru do délici ndlevky.

Promyjte kombinované extrakty petroléteru tak, jak je to popsdno v 5.3.1, a pokracujte jak je tam popsdno.

5.4 PFiprava roztoku vzorku pro HPLC

Odpipetujte alikvotni ¢ast roztoku petroléteru (z 5.3.1 nebo 5.3.2) do 250 ml banky ve tvaru hrusky (4.2.4).
Odpaite rozpoustédlo téméf do sucha na rota¢ni vakuové odparce (4.1) za snizeného tlaku pii teploté vodni
lazné neprekracujici 40 °C. Obnovte atmosféricky tlak pfipusténim dusiku (3.9) a odpojte banku od rota¢ni
vakuové odparky. Odstrarite zbyvajici rozpoustédlo proudem dusiku (3.9) a ihned rozpustte zbytek ve zndmém
objemu (10-100 ml) metanolu (3.3) (koncentrace DL-a-tokoferolu by méla byt v rozsahu 5 pg/ml az 30 pg/
ml).

5.5 Stanoveni pomoci HPLC

Vitamin E je oddélen na reverzni fizové koloné C,q (4.5.1) a koncentrace je méfena pomoci fluorescenéniho
detektoru (excitace: 295 nm, emise: 330 nm) nebo UV detektoru (292 nm) (4.5.2).

Vstitknéte alikvotni ¢dst (napt. 20 pl) metanolového roztoku ziskaného v 5.4 a vymyvejte mobilni fazi (3.8).
Vypoctéte stiedni vysky piku (plochy) nékolika vstiiki roztoku stejného vzorku a stfedni vysky (plochy) néko-
lika vstfiki kalibracnich roztoka (5.6.2).

Podminky HPLC

Ndsledujici podminky jsou pfedklddany jako doporuceni; ostatni podminky sméji byt pouzity za pfedpokladu,
7e poskytuji shodné vysledky.

Kolona pro kapalinovou chromatografii (4.5.1): 250 mm x 4 mm, C,, velikost ¢dstic ndplné 5 nebo
10 pm nebo obdobné

Mobilni fize (3.8): Smés metanolu (3.3) a vody, napi. 980 + 20 (objemové +
objemove)

Uroveii toku: 1-2 ml/min.

Detektor (4.5.2): Fluorescen¢ni detektor (excitace: 295 nm/emise: 330 nm)

nebo UV detektor (292 nm)

5.6 Kalibrace (DL-a-tokoferol acetitu nebo DL-a-tokoferolu)
5.6.1 Standard DL-a-tokoferol acetdtu
5.6.1.1 Priprava standardnich pracovnich roztoka

Pfevedte pipetou 25 ml zdsobniho roztoku DL-a-tokoferol acetdtu (3.10.1) do 500 ml banky s plochym dnem
nebo Erlenmeyerovy bariky (4.2.1) a hydrolyzujte, jak je to popsdno v 5.2. Nasledné extrahujte petroléterem
(3.2) podle 5.3 a doplite do 500 ml petroleterem. Odpaite 25 ml tohoto extraktu na rota¢ni vakuové odparce
(viz 5.4) téméf do sucha, odstrafite zbyvajici rozpoustédlo proudem dusiku (3.9) a znovu rozpustte zbytek
v 25,0 ml netanolu (3.3). Nomindlni koncentrace tohoto roztoku je 45,5 pg DL-a-tokoferolu na ml, ekvivalent
50 pg DL-a-tokoferol acetdtu na ml. Standardni pracovni roztok musi byt Cerstvé ptipraven pied pouzitim.
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5.6.1.2 Piiprava kalibra¢niho roztoku a kalibra¢ni graf

Prevedte 1,0, 2,0, 4,0 a 10,0 ml standardniho pracovniho roztoku do sérii 20 ml odmérnych banék, doplite
po znacku metanolem (3.3) a promichejte. Nomindlni koncentrace téchto roztokd jsou 2,5, 5,0, 10,0
a 25,0 pg/ml DL-a-tokoferol acetdtu, tj. 2,28, 4,55, 9,10 a 22,8 pg/ml DL-a-tokoferolu.

Vstifknéte nékolikrdt 20 pl kazdého kalibra¢niho roztoku a stanovte stfedni vysky piké (plochy). Za pouziti
stiednich vysek pika (ploch) narysujte kalibracni graf.
5.6.1.3 UV standardizace zdsobniho roztoku DL-a-tokoferol acetdtu (3.10.1)

Roziedte 5,0 ml zdsobniho roztoku DL-a-tokoferol acetdtu (3.10.1) na 25,0 ml etanolem a zméfte UV spek-
trum tohoto roztoku proti etanolu (3.1) ve spektrofotometru (4.6) mezi 250 nm a 320 nm.

Absorpéni maximum by mélo byt pfi 284 nm:

1%
E = 43,6 pfi 284 nm v etanolu
lcm

Pii tomto fedéni by méla byt ziskdna extinkce 0,84 az 0,88.

5.6.2  Standard DL-a-tokoferolu
5.6.2.1 Piiprava standardniho pracovniho roztoku

Pevedte pipetou 2,0 ml zdsobniho roztoku DL-a-tokoferolu (3.11.1) do 50 ml odmérné banky, rozpustte
v metanolu (3.3) a doplnte po znacku metanolem. Nomindlni koncentrace tohoto roztoku je 40 pg DL-a-toko-
ferolu na ml, ekvivalent 44,0 pg DL-a-tokoferol acetdtu na ml. Standardni pracovni roztok musi byt cerstvé
piipraven pfed pouzitim.

5.6.2.2 Piiprava kalibra¢niho roztoku a kalibra¢ni graf

Prevedte 1,0, 2,0, 4,0 a 10,0 ml standardniho pracovniho roztoku do sérif 20 ml odmérnych banék, doplite
po znacku metanolem (3.3) a promichejte. Nomindlni koncentrace téchto roztokd jsou 2,0, 4,0, 8,0 a 20,0 pg/
ml DL-a-tokoferolu, tj. 2,20, 4,40, 8,79 a 22,0 pg/ml DL-a-tokoferol acetdtu.

Vstitknéte nékolikrat 20 pl kazdého kalibra¢niho roztoku a stanovte stfedni vysky pikti (plochy). Za pouziti
stiednich vysek pika (ploch) narysujte kalibra¢ni graf.

5.6.2.3 UV standardizace zdsobniho roztoku DL-a-tokoferolu (3.11.1)

Rozfedte 2,0 ml zdsobntho roztoku DL-a-tokoferolu (3.11.1) na 25,0 ml etanolem a zméite UV spektrum
tohoto roztoku proti etanolu (3.1) ve spektrofotometru (4.6) mezi 250 nm a 320 nm. Absorpéni maximum
by mélo byt pii 292 nm:

1%
E = 75,8 pfi 292 nm v etanolu
lcm

PFi tomto fedéni by méla byt ziskdna extinkce 0,6.

6. Vypocet vysledkd

Ze stiedni vysky (plochy) piku pro roztok vzorku vitaminu E stanovte koncentraci roztoku vzorku v pg/ml
(pocitdno jako a-tokoferol acetdt) ve vztahu ke kalibra¢nimu grafu (5.6.1.2 nebo 5.6.2.2).

Obsah vitaminu E w v mg/kg ve vzorku je dén nésledujici rovnici:

oy 500-V,

ko
V,-m [mg/ b]
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7.2
7.3
7.4

7.5
7.6
7.7
7.8

ve které:

p = koncentrace vitaminu E v roztoku vzorku (5.4) v ug/ml
V, = objem roztoku vzorku (5.4) v ml

V, = objem alikvot odebranych v 5.4 v ml

m = hmota zkuSebni divky v g

Pozndmky

U vzorkt s nizkou koncentraci vitaminu E mizZe byt uZitecné spojit extrakty petroléteru dvou saponifika¢nich
vsazek (hmotnostn{ hodnota: 25 g) do jednoho roztoku vzorku pro stanoveni pomoci HPLC.

Mnozstvi tuku ve vzorku odebraném pro analyzu nesmi pfekrocit 2g.
Pokud se neobjevi fazové déleni, pfidejte pfiblizné 10 ml etanolu (3.1), k rozruseni emulze.

Po spektrofotometrickém méfeni roztoku DL-a-tokoferol acetitu nebo DL-a-tokoferolu podle 5.6.1.3 nebo
5.6.2.3 piidejte do roztoku (3.10.1 nebo 3.10.2) pfiblizné 10 mg BHT (3.12) a skladujte roztok v chladnicce
(maximdlni doba skladovatelnosti je ¢tyfi tydny).

Namisto BHT miZe byt pouzit hydrochinon.
Oddéleni a-, -, x- a & tokoferolt je mozné s pouzitim normdlni fizové kolony.
Namisto askorbanu sodného mize byt pouzito pfiblizné 150 mg kyseliny askorbové.

Namisto roztoku sulfidu sodného maize byt pouzito pfiblizné 50 mg EDTA.

Opakovatelnost

Rozdil mezi vysledky dvou paralelnich stanoveni provedenych u stejného vzorku nesmi piekrocit 15 %
z vyssiho vysledku.

Vysledky studijni spolupréce (!)

Premix Premixové Minerdlni Bilkovinny Krmivo pro
krmivo koncentrat koncentrat selata

L 12 12 12 12 12
n 48 48 48 48 48
stied [mg/kg] 17 380 1187 926 315 61,3
s, [mg/kg] 384 453 25,2 13,0 2,3
r [mg/kg] 1075 126,8 70,6 36,4 6,4
CV, [%] 2,2 3,8 2,7 4,1 3,8
sg [mg/kg] 830 65,0 55,5 18,9 7,8
R [mg/kg] 2324 182,0 155,4 52,9 21,8
CV, [%] 4,8 5,5 6,0 6,0 12,7
L:  pocet laboratofi
n:  pocet jednotlivych hodnot
s;  standardni odchylka opakovatelnosti
s standardni odchylka reprodukovatelnosti
I opakovatelnost

R:  reprodukovatelnost
CV;: koeficient variace opakovatelnosti

CVy: koeficient variace reprodukovatelnosti

(') Rizené pracovni skupinou pro krmiva Verband Deutscher Landwirtschaftlicher Untersuchungs- und Forschungsanstalten (VDLUFA).
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Sklenény vélec (4.8.1)
(vyska piiblizné 48 cm)

Vrstva petroléteru

Vodnatd vrstva
+
saponifikované

krmivo

Obriazek 1: Extrakéni piistroj (4.8)

i Sklenéna zabrusové vlozka (4.8.2)
(délka ptibli45 cm)

~age— Nastavitelnd trubice
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3.1

3.2

3.3

3.4

3.5

3.6

3.7

3.8

3.9

3.10

3.14

CAST C

STANOVENI TRYPTOFANU

Utel a oblast pouZiti

Tato metoda je uréena pro stanoveni celkového a volného tryptofanu v krmivech. Nerozli§uje mezi D- a L-
formami.

Princip

Pro stanoveni celkového tryptofanu je vzorek hydrolyzovén za alkalickych podminek nasycenym roztokem hydro-
xidu barnatého a zahfivdn pii 110 °C po 20 hodin. Po hydrolyze je pfiddn vnitini standard.

Pro stanoveni volného tryptofanu je vzorek extrahovan za mirné kyselych podminek v pFitomnosti vnitiniho stan-
dardu.

Tryptofan a vnitini standard jsou stanoveny v hydrolyzatu nebo extraktu pomoci HPLC s fluorescen¢ni detekci.

Cinidla

Dvojndsobné destilovand voda, nebo voda obdobné kvality musi byt pouzivina (vodivost < 10 pS/cm)
Standardni latka: tryptofan (Cistota/obsah > 99 %), suseny pod vakuem pies pentoxid fosforu

Vnitin{ standardni ldtka: a-methyl-tryptofan (Cistotajobsah > 99 %), suseny pod vakuem pies pentoxid fosforu

Octa-hydrat hydroxidu barnatého (musi byt dbano, aby nebyl Ba(OH),. 8 H,0 nadmérné vystavovan na vzduchu,
aby se zabranilo tvorbé BaCO3, jez mliZe rusit stanoveni) (viz pozndmky 9.3)

Hydroxid sodny

Kyselina orto-fosforecnd, w = 85 %

Kyselina chlorovodikovd, p,, = 1,19 g/ml

Metanol, HPLC stupen

Petroléter, rozsah varu 40-60 °C

Roztok hydroxidu sodného, ¢ = 1 mol/l:

Rozpustte 40,0 g NaOH (3.5) ve vodé a dopliite do 1 1vodou (3.1).
Kyselina chlorovodikovd, ¢ = 6 mol/l:

Vezméte 492 ml HCL (3.7) a dopliite do 1 1 vodou.
Kyselina chlorovodikovd, ¢ = 1 mol/l:

Vezméte 82 ml HCL (3.7) a dopliite do 1 1 vodou.
Kyselina chlorovodikovd, ¢ = 0,1 mol/l:

Vezméte 8,2 ml HCL (3.7) a doplitte do 1 1 vodou.
Kyselina orto-fosfore¢nd, ¢ = 0,5 mol/l:

Vezméte 34 ml kyseliny orto-fosfore¢né (3.6) a doplitte do 1 1vodou (3.1)
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3.15

3.20

3.21

3.22

4.1

4.2

4.3

4.4

4.5

4.6

4.7

4.8

5.1

5.2

Koncentrovany roztok tryptofanu (3.2), ¢ = 2,50 pmol/ml:

Rozpustte 0,2553 g tryptofanu (3.2) v 500 ml odmérné bance v kyseliné chlorovodikové (3.13) a doplite po
znacku kyselinou chlorovodikovou (3.13). Skladujte pfi —18 °C po dobu maximalné ¢tyf tydna.

Koncentrovany vnitfni standardni roztok, ¢ = 2,50 pmol/ml:

Rozpustte 0,2728 g a-methyl-tryptofanu (3.3) v 500 ml odmérné bance v kyseliné chlorovodikové (3.13)
a doplitte po znacku kyselinou chlorovodikovou (3.13). Skladujte pfi =18 °C po dobu maximdlné ¢tyf tydnd.

Kalibra¢ni standardni roztok tryptofanu a vnitini standard:

Vezméte 2,00 ml koncentrovaného roztoku tryptofanu (3.15), a 2,00 ml koncentrovaného roztoku vnitiniho
standardu (a-methyl-tryptofan) (3.16). Ztedte vodou (3.1) a metanolem (3.8) na pfiblizné stejny objem a na
piiblizné stejnou koncentraci metanolu (10-30 %) jako kone¢ny hydrolyzat.

Tento roztok musi byt pfipravovan Cerstvy pied pouzitim.

Béhem piipravy chraite pred pfimym slune¢nim svitem.

Kyselina octovd

1,1,1-trichloro-2-methyl-2-propanol

Ethanolamin > 98 %

Roztok 1 g 1,1,1-trichloro-2-methyl-2-propanolu (3.19) ve 100 ml metanolu (3.8).

Mobilni féze pro HPLC: 3,00 g kyseliny octové (3.18) + 900 ml vody (3.1) + 50,0 ml roztoku (3.21) 1,1,1-
trichloro-2-methyl-2-propanolu (3.19) v metanolu (3.8) (1g/100 ml). Upravte pH na 5 s pouzitim ethanolaminu
(3.20). Dopliite do 1 000 ml vodou (3.1).

Pfistroje a pomiicky

Vybaveni pro HPLC se spektrofluorimetrickym detektorem

Kolona pro kapalinovou chromatografii, 125 mm x 4 mm, C,,, velikost ¢astic ndplné 3 pm nebo ekvivalent

pH metr

Polypropylenova ldhev, objem 125 ml, se Sirokym hrdlem a $roubovacim uzdvérem

Membrénovy filtr, 0,45 pm

Autokldv, 110 (+ 2) °C, 1,4 (+ 0,1) baru

Mechanickd tfepacka nebo magnetické michadlo

Vifivy mixer

Postup

Pfiprava vzorku

Vzorek je rozmélnén tak, aby prosel sitem s otvory 0,5 mm. Vzorky, které maji vysokou vlhkost, musi byt pied
rozmélnénim usuSeny bud vzduchem pii teploté nepfesahujici 50 °C, nebo zmrazenim. Vzorky s vysokym
obsahem tuku mus{ byt pred mletim extrahovany petroléterem (3.9).

Stanoveni volného tryptofanu (extrakt)

Odvaite s piesnosti na 1 mg piislusné mnozstvi (1-5 g) pfipraveného vzorku (5.1) do Erlenmeyerovy bariky.
Pridejte 100 ml kyseliny chlorovodikové, ¢ = 0,1 mol/l (3.13) a 5,00 ml koncentrovaného vnitintho standard-
niho roztoku (3.16). Trepejte nebo mixujte 60 minut s pouzitim mechanické tfepacky, nebo magnetického
michadla (4.7). Nechejte usadit sediment a pipetujte 10,0 ml roztoku supernatantu do kddinky. Pridejte 5 ml
kyseliny orto-fosfore¢né, ¢ = 0,5 mol/l (3.14). Upravte pH na 3,0 za pouziti hydroxidu sodného, ¢ = 1,0 mol/l
(3.10). Pridejte piiméfené metanolu (3.8), abyste obdrzeli koncentraci mezi 10 a 30 % metanolu v kone¢ném
objemu. Pfevedte do odmérné banky o vhodném objemu a zfedte vodou na objem nezbytny pro chromatografii
(pfiblizné stejny objem jako kalibra¢ni standardni roztok (3.17)).
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5.3

5.4

Pred vstitknutim do kolony HPLC piefiltrujte nékolik ml roztoku pfes membranovy filtr 0,45 pm (4.5). Provadéjte
chromatografii podle 5.4.

Chrante standardni roztok a extrakty pfed pfimym slune¢nim svétlem. Pokud neni mozné analyzovat extrakty
stejny den, mohou byt skladovany pfi 5 °C po maximaln{ dobu tif dnd.

Stanoveni celkového tryptofanu (hydrolyzat)

Odvaite s piesnosti na 0,2 mg od 0,1 do 1 g pfipraveného vzorku (5.1) do polypropylénové ldhve (4.4). Odva-
zena ddvka vzorku by méla mit obsah dusiku okolo 10 mg. Pfidejte 8,4 g octa-hydritu hydroxidu barnatého (3.4)
a 10 ml vody. Promichejte na vifivém mixeru (4.8) nebo magnetickém michadle (4.7). Ponechejte teflonem pota-
zeny magnet ve smési. Opldchnéte stény nddoby 4 ml vody. Nasroubujte uzavér a ldhev volné uzaviete. Preneste
do autokldvu (4.6) s vrouci vodou a pdrou na 30-60 minut. Uzaviete autokldv a autokldvujte pfi 110 (+ 2) °C
po dobu 20 hodin.

Pred otevienim autokldvu snizte teplotu pravé pod 100 °C. Aby nedoslo ke krystalizaci Ba(OH),. 8 H,0, pfidejte
do horké smési 30 ml vody o pokojové teploté. Mirné protiepédvejte, nebo michejte. Pfidejte 2,00 ml koncentro-
vaného roztoku vnitintho standardu (a-methyl-tryptofan) (3.16). Zchladte nddobu ve vodnifledové 1dzni po dobu
15 minut.

Potom pfidejte 5 ml orto-fosforecné kyseliny, ¢ = 0,5 mol/l (3.14). Udrzujte nddobu ve chladici ldzni a neutrali-
zujte kyselinou chlorovodikovou, ¢ = 6 mol/l (3.11) zatimco michdte a upravte pH na 3,0 s pouzitim HCL,
¢ =1 mol/l (3.12). Pridejte pfiméfené metanolu, abyste obdrzeli koncentraci mezi 10 a 30 % metanolu
v konetném objemu. Pfevedte do odmérné bariky o vhodném objemu a zfedte vodou na definovany objem
nezbytny pro chromatografii (napiiklad 100 ml). Pfidavek metanolu by nemél zpiisobit sraZeninu.

Pred vstitknutim do kolony HPLC piefiltrujte nékolik ml roztoku pfes membranovy filtr 0,45 um (4.5). Pokracujte
v chromatografii podle odstavce 5.4.

Chrante standardni roztok a hydrolyzéty pied pfimym slune¢nim svétlem. Pokud neni mozné analyzovat hydroly-
zdty stejny den, mohou byt skladovdny pfi 5 °C po maximdlni dobu t dnd.
Stanoveni pomoci HPLC

Nasledujici podminky pro izokratické vymyvani jsou pfedkldddny jako doporuceni; ostatni podminky sméji byt
pouzity za predpokladu, Ze poskytuji shodné vysledky (viz také pozndmky 9.1 a 9.2):

Kolona pro kapalinovou chromatografii (4.2): 125 mm x 4 mm, C,,, velikost ¢astic ndplné 3 pm nebo
ekvivalent

Teplota kolony Pokojovi teplota

Mobilni fize (3.22): 3,00 g kyseliny octové (3.18) + 900 ml vody (3.1)

+ 50,0 ml roztoku (3.21) 1,1,1-trichloro-2-methyl-2-propa-
nolu (3.19) v metanolu (3.8) (1 g/100 ml).

Upravte pH na 5,00 s pouzitim ethanolaminu (3.20).
Dopliite do 1 000 ml vodou (3.1)

Uroveii toku: 1 ml/min.

Celkovd doba béhu: piiblizné 34 minut

Deteké¢ni vinovd délka: excitace: 280 nm, emise: 356 nm
Vstiikovy objem: 20 pl

Vypocet vysledka

AxBxCxDxExMW

= gtryptofanu na 100 g vzorku
FxGxHx 10000 xW 5P 5
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A = plocha piku vnitiniho standardu, roztoku kalibra¢niho standardu (3.17)
B = plocha piku tryptofanu, extraktu (5.2) nebo hydrolyzatu (5.3)
C = objem roztoku koncentrovaného tryptofanu (3.15) (2 ml) pfidany do kalibra¢niho roztoku (3.17)

D = koncentrace koncentrovaného roztoku tryptofanu (3.15) v pmolech/ml (= 2,50) pfidaného do kalibra¢-
niho roztoku (3.17)

E = objem koncentrovaného vnitintho standardntho roztoku (3.16) v ml pfidaného pii extrakci (5.2)
(= 5,00 ml) nebo do hydrolyzitu (5.3) (= 2,00 ml)

F = plocha piku vnitfniho standardu, extraktu (5.2) nebo hydrolyzdtu (5.3)
G = plocha piku tryptofanu, kalibra¢niho standardniho roztoku (3.17)

H = objem koncentrovaného vnitiniho standardniho roztoku (3.16) v ml (= 2,00) pfidaného do kalibra¢niho
standardniho roztoku (3.17)

W = hmotnost vzorku v g (opravend na pivodni hmotnost, jestlize byl vzorek susen a/nebo odtu¢nén)

MW = molekulovd hmotnost tryptofanu (= 204,23)

Opakovatelnost

Rozdil mezi vysledky dvou paralelnich stanoveni provedenych u stejného vzorku nesmi piekrocit 10 % z vyssiho
vysledku.

Vysledky studijni spolupréice

Studijni spoluprdce Spolecenstvi (Ctvrté vzdjemné porovndni) byla uspofddana tak, Ze byly tfi vzorky analyzovany
ve 12 laboratofich k ovéfeni metody pro hydrolyzy. Replikované (5) analyzy byly provadény u kazdého vzorku.
Vysledky jsou uvedeny v ndsledujici tabulce:

Vzorek 2 Vaorek 3
Vzorek 1 Krmivo pro prasata Krmn kz orex 5
Krmivo pro prasata doplnéné L-trypto- rmny koncentrat pro
pro p P Iyp ta
fanem prasa

L 12 12 12
n 50 55 50
stied [g/kg] 2,42 3,40 4,22
s, [g/kg] 0,05 0,05 0,08
r [g/kg] 0,14 0,14 0,22
CV, [%] 1,9 1,6 1,9
s [g/kg] 015 0,20 0,09
R [g/kg] 0,42 0,56 0,25
CVy [%] 6,3 6,0 2,2

pocet laboratori predklddajicich vysledky
pocet jednotlivych hodnot zadrzenych eliminacnich odlehlych vysledka (identifikované Cochran-Dixonovym testem)
s:  standardni odchylka opakovatelnosti
sg standardni odchylka reprodukovatelnosti
I opakovatelnost
R:  reprodukovatelnost
CV;: koeficient variace opakovatelnosti, %
. koeficient variace reprodukovatelnosti, %

Dalsi studijni spoluprace Spolecenstvi (tfeti vzdjemné porovndni) byla uspordddna tak, ze dva vzorky byly analyzo-
vany az ve 13 laboratofich k ovéfeni metody pro extrakei volného tryptofanu. Replikované (5) analyzy byly prova-
dény u kazdého vzorku. Vysledky jsou uvedeny v nésledujici tabulce:
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Vzorek 5
Vzorek 4 Smés psenice se sOjou (=
Smés psenice se sGjou vzorek 4) s pfidanym trypto-
fanem (0,457 g/kg)
L 12 12
n 55 60
stied [g/kg] 0,391 0,931
s, [g/kg] 0,005 0,012
r [g/kg] 0,014 0,034
CV, [%] 1,34 1,34
sy [g/kg] 0,018 0,048
R [gfkg] 0,050 0,134
CV, [%] 4,71 511

L:  pocet laboratoii predkladajicich vysledky

n:  pocet jednotlivych hodnot zadrzenych elimina¢nich odlehlych vysledki (identifikované Cochran-Dixonovym testem)
s;  standardni odchylka opakovatelnosti

sg:  standardni odchylka reprodukovatelnosti

I opakovatelnost

R:  reprodukovatelnost

CV: koeficient variace opakovatelnosti, %

CV,: koeficient variace reprodukovatelnosti, %

Dalsi studijni spoluprace Spolecenstvi byla uspofdddna tak, Ze Ctyfi vzorky byly analyzovdny az v sedmi laboratofich
s cilem potvrzeni tryptofanu pro hydrolyzy. Vysledky jsou uvedeny v nésledujici tabulce:

Vzorek 1 . Vzorevk ,2 . Vzorek 3 < V’zorekV4 -
Smeésné krmivo pro prasata Nleggt%iz rybf Séjova moucka Susenemcl)gli'(c)redene

(CRM 117) (CRM 118) (CRM 119) (CRM 120)
L 7 7 7 7
n 25 30 30 30
stied [g/kg] 2,064 8,801 6,882 5,236
s, [g/kg] 0,021 0,101 0,089 0,040
r [g/ke] 0,059 0,283 0,249 0,112
CV, [%] 1,04 1,15 1,30 0,76
sy [g/kg] 0,031 0,413 0,283 0,221
R [g/kg] 0,087 1,156 0,792 0,619
CV, [%] 1,48 4,69 4,11 4,22

L:  pocet laboratoii predklddajicich vysledky

n:  pocet jednotlivych hodnot zadrzenych elimina¢nich odlehlych vysledki (identifikované Cochran-Dixonovym testem)

s;  standardni odchylka opakovatelnosti

T

sg: standardni odchylka reprodukovatelnosti

r: opakovatelnost
R:  reprodukovatelnost
CV.: koeficient variace opakovatelnosti, %

r

CVy: koeficient variace reprodukovatelnosti, %
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9.2

9.3

Pozndmky

Nasledujici specielni chromatografické podminky mohou poskytnout lepsi rozdéleni mezi tryptofanem a a-
methyl-tryptofanem.

Izokratické vymyvani ndsledované gradientovym cisténim kolony:

Kolona pro kapalinovou chromatografii: 125 mm x 4 mm, C,, velikost ¢dstic ndplné 5 pm nebo
obdobné
Teplota kolony: 32°C
Mobilni fize: A: 0,01 mol/l KH2PO4/metanol, 95 + 5 (objemové +
objemove)
B: Metanol
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
Urovert toku: 1,2 ml/min.
Celkovd doba béhu: piiblizné 33 minut

Chromatografie se bude rtiznit podle typu HPLC kolony a pouzitého plnictho materidlu. Vybrany systém musi byt
schopen poskytnout separa¢ni startovni ¢dru mezi tryptofanem a vnitfnim standardem. Navic je dulezité, aby byly
degradacni produkty dobfe oddéleny od tryptofanu a vnitiniho standardu. Hydrolyzdty bez vnitfniho standardu
by mély byt chromatografoviny, aby se piekontrolovala startovni ¢dra za vnitfntho standardu pro necistoty. Je
dualezité, aby doba béhu byla dostate¢né dlouhd pro vymyti vSech degrada¢nich produktd, jinak mohou piky
pozdniho vymyvani ovliviiovat ndsledny prubéh chromatografie.

V rozsahu ¢innosti, by mél chromatograficky systém dat linedrni odezvu. Linedrni odezva by méla byt méfena
s konstantni (normdlni) koncentraci vnitfntho standardu a ménicimi se koncentracemi tryptofanu. Je dilezité,
aby velikosti pikd tryptofanu a vnitintho standardu byly v linedrnim rozsahu HPLC/flourescen¢niho systému.
Pokud pik (piky) bud tryptofanu, ajnebo vnitintho standardu je (jsou) piili§ maly (malé) nebo piili§ vysoky
(vysoké), mély by byt analyzy opakovany se vzorkem jiné velikosti a/nebo zménénym kone¢nym objemem.

Hydroxid barnaty

StaFim se stdvd hydroxid barnaty hafe rozpustny. To se projevuje v necirém roztoku pro stanoveni pomoci HPLC,
coz mize u tryptofanu zptusobovat nizs{ vysledky.



