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Souhrn

Krmiva se rozliSuji riznymi kritérii. Zakladnim kritériem, podle kterého se vyclenuji
kompletni a doplikova krmiva, je obsah zivin. Déle 1ze podle obsahu vlhkosti rozlisit krmiva
konzervovana, polosuchd a sucha. Ta jsou diky své kompletnosti u spotiebitelii nejvice
vyhledavana. Jsou vyrabéna extruzi, pii které jsou vychozi suroviny podrobeny vysokym
tlaktim a teplotam. To ma za nasledek ztratu termolabilnich latek, napt. lipofilnich vitamint,
které pak museji byt do krmiv pfiddvana jako aditiva. Tato technika nese i urcitd pozitiva.
Dochazi pfi ni k likvidaci nezadoucich plisni a bakterii.

Ulohou krmiv je zajisti zvifatim zékladni Ziviny a energii potfebné pro udrzeni
zakladnich Zivotnich funkci a udrzeni celkového zdravi. Zakladnim ptedpokladem je také
nezavadnost krmiv. Proto je nezbytné regulovat obsah zdravotné zavadnych a zivotu
nebezpeénych latek. Jejich seznam je uveden ve Vyhlasce ¢. 365/2008, kterou se provadi
zakon €. 91/1996 Sb., 0 krmivech, ve znéni pozdejsich predpisi. V této vyhlasce je také
uveden seznam piidatnych latek, které nesméji mit negativni G€inky na zdravi zvifat.

Pro zjisténi sloZeni krmiva se provadi analyza krmiv, ktera zahrnuje nasledujici kroky:
Upravu vzorku, separaci analytu a vhodnou analytickou metodou. V ramci EU plati Nafizeni
Komise (ES) ¢. 152/2009, kterym jsou stanoveny metody odbéru vzorkl a laboratorniho
zkouSeni krmiv. Nejcastéji doporu¢ovanymi metodami jsou chromatografické techniky a
hmotnostni spektrometrie.

Prace je zaméfena na stanoveni lipofilnich vitamint. Obsah téchto latek je tieba
sledovat z toho duvodu, Ze dochazi k jejich ztratam nejen pfi jiz zminované extruzi, ale také
pfi manipulaci se vzorkem, vlivem oxidace vzduSnym kyslikem, piisobeni UV zafeni,
pritomnosti volnych radikalti a kovi. Monitorovat jejich obsah je také dilezité z toho divodu,
ze legislativa urcuje jejich maximalni limity. Jako nejvhodnéj$i technika stanovni lipofilnich

vitaminu se ukazala metoda HPLC.
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Seznam pouZitych zkratek

AAS Atomova absorp¢ni spektrometrie

APCI  Atmospheric pressure chemical ionization — Chemicka ionizace za amosferického
tlaku

BHT Butylhydroxytoluen

Cl Chemical ionization — Chemicka ionizace

CNS Centrélni nervova soustava

DDT Dichlordifenyltrichlormethylmethan

EDTA  Kyselina ethylendiamintetraoctova

El Electron ionization — Elektronova ionizace

ETA Elektrometricka atomizace

FAAS  Atomova absorpéni spektrofotometrie

GC Gas chromathography — plynova chromatografie
GLC Plynova rozdé€lovaci chromatografie
GPC Gelova permeacni chromatografie

GSC Gas solid chromatogramy — Plynova adsorp¢ni chromatografie

HG Hydridova technika atomizace

HPLC  High pressure liquid chromatogramy — Vysokotlaka kapalinova chromatografie
IC lontova chromatografie

ICP-MS Hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem

U International unit — mezinarodni jednotka

LLC Kapalinova rozdélovaci chromatografie

LSC Kapalinova adsorp¢ni chromatografie

m.j. Mezinérodni jednotka

MS Mass spectrometry — hmotnostni spektrometrie

NFE Nitrogen-free extract

OES Opticka emisni spektrometrie

SFC Superkriticka fluidni chromatografie
SPE Superkriticka fluidni extrakce



1. Uvod

Na kompletni krmiva je v soucasné dobé kladen velky duraz, protoZe jsou dulezita jak
pro zdravi domacich zvifat, tak i hospodatskych zvirat. Ta jsou Casto urCena k pfimé
konzumaci. Z tohoto divodu ovliviiuje potrava podavana hospodaiskym zvitatim také zdravi
nas, lidi. Proto je nepiipustné, aby krmiva obsahovala nebezpecné latky, zejména ty
s karcinogennimi, mutagennimi, teratogennimi ¢i radiacnimi ucinky. Velkd pozornost je
soustfed'ovana na pfitomnost mykotoxint, dioxind, aflatoxinii a rezidui v krmivech a
diskutovany je casto také vliv geneticky modifikovanych organismii a rtistovych hormonti na
zdravi lidi a zvifat. Kompletni krmiva jsou Casto jedinym zdrojem energie a latek nezbytnych
pro zivot, mezi néz se tadi tuky, bilkoviny, sacharidy, mineralni latky a vitaminy, které se
ucastni jako soucasti enzyml metabolickych pochodt. Jejich nedostatek ve stravé ma za
nasledek vazné zdravotni komplikace projevujici se vyvojovymi vadami, poruchami
reprodukce, centralni nervové soustavy a v extrémnim piipadé mohou vézt az k thynu zvifete.
Stejné jako nedostatek vitaminl je Skodlivd 1 jejich nadméma konzumace. To se tyka
ptredevsim vitamint rozpustnych v tucich. Jejich nadbyte¢né mnozstvi je ukladano v tkanich a
pusobi toxicky. Maximalni mnozstvi téchto slozek je stanovené legislativou.

Cilem bakalatské prace je podat ucelenou informaci o analyze lipofilnich vitamind,

predevsim o piipravé vzorku pied samotnym zpracovanim analytickou technikou.



2. Krmiva pro domaci a hospodarska zvirata

Krmiva jsou cerstvé nebo pramyslové zpracované produkty zivociSného nebo
rostlinného ptvodu, které jsou ureny pro krmeni zvifat.' Na trhu se objevuje fada druhd
krmiv, které se rozliSuji riznymi kritérii.

Podle obsahu zivin se krmiva déli na kompletni a doplitkova. Kompletni krmiva svym
slozenim pokryvaji potfebu denni krmné davky. Naproti tomu doplitkova krmiva obsahujici
urcité latky se pfidavaji do jinych krmiv, aby se kompletnosti dosahlo.

Podle obsahu vlhkosti jsou rozliSovdna krmiva suchd, polosuchd a konzervovana.
Sucha krmiva s obsahem vlhkosti 8 — 10 % jsou diky snadné skladovatelnosti a kompletnosti
a vyvazenému poméru vSech slozek nejpouzivangjsi. Jsou vyrdbény procesem zvanym
extruze neboli vytlacovani. Varné extrudéry mechanicky zpracovavaji vychozi suroviny za
vysokych teplot (100 — 200 °C) a tlaka (34 — 37 atm.). Vysledkem je produkt majici vihkost
okolo 25 %, ktery se nasledné¢ susi, dokud nedojde ke sniZeni vlhkosti na pozadovanych 8 —
10 %. I ptes to, ze extruze patii k nejSetrnéjSim proceslim tepelného zpracovéni pii vyrobé
krmiv, mize dochéazet ke ztratdm nékterych termolabilnich latek, naptiklad vitaminu A a E.
Nezadoucimi uc€inky jsou také oxidace lipida a snizeni dostupnosti n¢kterych aminokyselin,
predev§im lysinu. Vyhodou této vyrobni techniky je zvySeni stravitelnosti tukovych,
bilkovinnych a Skrobovych sloZek a diky nizkému obsahu vody i rezistence vici plisnim a
bakteriim. Polosucha krmiva jsou také vyrabéna extruzi, ale vysledna vlhkost se pohybuje
v rozmezi 25 — 35 %. Diky vy$§imu obsahu vody jsou vice nachylna k vyskytu plisni, bakterii
a snaze se kazi. Proto je nutné do téchto krmiv pfidavat inhibitory ristu plisni a bakterii.
Konzervovana krmiva obsahuji nejvice vlhkosti, 60 — 87 %. K udrzeni spravné konzistence se

pouzivaji zelirovaci latky, napt. Skrob. ’



2.1SloZeni krmiv a vyZiva zvirat

Hlavni ulohou krmiv je zajistit zvifatim zékladni ziviny a energii potfebné pro udrzeni
zakladnich zivotnich funkci, dobré fyzické i psychické kondice a udrzeni celkového zdravi.
Obsah zivin je jednim z jakostnich znakt krmiva. Legislativa vyrobcim udéluje povinnost
deklarace nékterych slozek. U kompletnich krmiv pro domaci zvifata jsou povinné
deklarovane dusikaté latky, tuk, vlaknina a popel. Piestoze nejsou vyrobci povinni jiné slozky
uvadét, obvykle tak Cini pro lepsi informovanost spotiebitelit (obr. 1). Popel predstavuje
anorganickou ¢ast krmiva, ktera zbude po analyze vSech slozek krmiva. Zjistitelna je
spalenim krmiva ve specialni peci pii predepsané teploté 500 °C. Nepovinna deklarace se tyka
aminokyselin lysinu, methioninu, cystinu, threoninu, tryptophanu, metabolizovatelné energie,
veSkerého cukru ve form¢ Skrobu a sachardzy, z minerdlnich latek pak vapniku, sodiku,
hot¢iku, drasliku a fosforu. Pro krmiva hospodaiskych zvitat jsou deklarované jakostni znaky
témer stejné. Rozdilna je pouze povinnost deklarace pro lysin, methionin a fosfor u krmiv pro
ryby (obr. 2). Krom¢ zékladnich zivin mohou byt v krmivech obsazeny piidatné latky, které
jsou do krmiv priddvany béhem zpracovani surovin pro vyrobu krmiv nebo pii samotné

, v . , . 1-4
vyrobé pro zlepSeni vlastnosti krmiva.

@ Kompletni krmivo uréené pro dospélé psy velkych a obfich plemen.

Eu}car:suha poskyhuje opfimalni denni mnoZstvi proteinu, tuku, karbohydratd, dilezitych vitamind a minerall pro celkové zdravi & du$evni pohodu
Waseno pea.

KUREG?SMASU JE NASI PRISADOU CiSLO 1

VYSOCE KVALITNI PRISADY, o ) i ) .

VEDOUCI DODAVATEL V' OBLASTI VYZIVY SITE MA MIRU A VEDECKYCH POZNATKU

Bez pfidanych konzervacnich latek, pfichuti, barviv nebo prisad

Kmeni Vadeho psa. Pokud pfechazite na krmivo Eukanuba, zatnéte postupné pfiddvat ve zvySujicich se dévkach Eukanubu do stavajiciho
krmiva vaseho psa, nejlépe v pribahu clyf dni. Doporugujeme krmit dvakrat denné. Rozdélte danni davku uvedenou v tabuloe na podat knmen,
\as pes muze piijimat vice nebo méné krmiva v zavislosti na veku, temperamentu a stupni akfivity. Vas pes by mél mit vady pfistup k dostathu
cerstve vody.

Hladina vitamind garantovana az do data spotfeby.

100% kompletni a wyvazené krmivo urCené dospélym psim velkych a obfich plemen, s béZnou zatézi a normalni iélesnou hmotnosti.

SloZenl krmiva: Susené kufeci a krifi maso(>20%), kukufice, psenice, €irok, jecmen, ZivoGiSny tuk, susena fepa, kufeci wnilfnost,

sudend celd vejce, sulené pivovarske kvasnice, chlorid draselny, chiorid sodny, ubliGitan vapenaty, rybi tuk, hexametafosfat sodny,
DL-methionin, Inéné semeno, frukiooligosacharidy, glukosamin hydrochlorid, chondroifin suifat.

Jakostni znaky: profein: 23,0%, fuk: 13,0%, popel: €,8%, vidknina: 3,0%, vinkost: 8,0%, kalcium: 1,10%, fosfor: 0,80% Obsah vitamint a
mikroprvki na kg: vitamin A: 12.000Ulkg, vitamin Dy: 7501UKg, vitamin E {a-tokoferol); 200mg'kg,

Méd jako siran médnaty, pentahydrat: 14mglkg, f-karoten: Tmolkg.

Obsahuje antioxidanty povolené EU: tokofercly.

Spotfebujte do data, Gislo série a registraéni Cislo: podivejte se na kédovéni na obalu. Hmotnostni idaje na pfedni strané. Uchavavat v chladu a
suchu. :

Obr. 1 Etiketa z krmiva pro psy



5 smési:
viotky mékke kousky)
y (strouhanka, bulky,suchary)
bly (pitkoty, susenky) '

Ch ké slozeni:
- Vihkost - 9,5%

- Bilkoviny - 10,2%
- Tuky- 4, ‘

Obr. 2 Etiketa z krmiva pro kapry.

Tato etiketa obsahuje vSechny deklarované slozky, které musi byt dle zdkona na obalu krmiv pro ryby uvedeny.

Pro zajisténi zdravi zvifat je nezbytné regulovat pfitomnost nebezpecnych latek
v krmivech. V Zékonu o krmivech €. 91/1996 Sb. a jeho provadéci vyhlasce ¢. 356/2008 jsou
uvedeny zakdzané latky a jejich maximalni ptipustné limity.

Vyziva zvifat je odvozena z védeckych studii a doporuceni veterinari, kterymi jsou
stanoveny minimalni pozadavky pro zajisténi zakladnich Zivotnich funkei, zdravy rist a vyvoj
zvitete. Pozadavky se u jednotlivych zvifat 1i§i. Napiiklad u psl se ndroky na obsah a
mnozstvi slozek méni v zavislosti na velikosti plemene, stafi, pohlavi, jeho aktivité a fyzické
zatézi. Dulezité je nejen mnozstvi jednotlivych slozek ale i jeho zdroj, s nimZz souvisi
stravitelnost dané¢ komponenty. Cilem vyzivy domécich zvifat je zajiSténi dlouhého a
kvalitniho Zivota. Vyziva hospodaiskych zvitat, zpravidla vstupujicich do potravniho fetézce,

je zamétena predevsim na bezpecnost krmiv.



2.1.1 Zakladni Ziviny
Savci ke svému zivotu nezbytné potifebuji bilkovin, tuky, cukry, mineralni latky a

vitaminy.

. Bilkoviny jsou dusikaté latky, na jejichz stavbé se podili 20 aminokyselin.
V organismu zastavaji stavebni (tvorba tkani, svalstva, kosti, apod.), transportni (hemoglobin,
albumin), ochrannou (imunoglobuliny), hormonalni (inzulin, glukagon) a travici (enzymy)
funkci. Zdrojem proteinti v krmivech jsou syrové maso a vedlej§i produkty masa, jako jsou
masova, kostni, masokostni ¢i krevni moucka, kosti, suSené a odstfedéné mléko a suSené
kvasnice, z rostlinnych materiali sojovy $krob, kukufice a kukufiény lepek, pSenice, jemen,
oves, ryze a dals$i. Krom¢ bilkovin jsou v krmivech obsazeny i jiné latky dusikaté povahy
oznacované jako NPN (nebilkovinné dusikaté slouceniny), mezi néz se tadi nitrity, nitraty,

puriny, amidy (asparagin, glutamin) a alkaloidy.

. Tuky jsou nejkoncentrovanéjSim zdrojem energie. Jejich dileZitym rysem je
rozpustnost Vv organickych rozpoustédlech a nerozpustnost ve vodé. Negativni vlastnosti je
jejich nestalost. Snadno podléhaji oxidaci, hydrolyze a pfi vysokém zaru polymeraci, ¢imz je
krmivo znehodnocovano vznikem zépachu, snizenim chutnosti a tvorbé toxického Gcinku.
Oxidace zplsobuje destrukci lipofilnich vitaminti. Lze ji pfedchazet piidavkem antioxidantt,
napf. vitamini E, C nebo syntetickych antioxidanti. Na stavbé lipidi se podileji mastné
kyseliny, jejichZz nedostatek se projevuje vypadadvanim srsti, Supinaténim ktze, svédivosti a

v

tuk z jate¢nych zvifat, ryb a olejnin.

. Sacharidy jsou nedusikaté latky (oznacované jako NFE=Nitrogen — free extract), které
jsou pro organismus vyznamné predevSim z hlediska zdroje energie. Obsah sacharidil
Vv krmivech vyrobci vétSinou neuvadéji. Na obalech krmiv spiSe najdeme obsah vldkniny
(n¢kdy oznacovana jako balastni latky), ktera z energetického i vyzivného hlediska nema pro
organismus téméf zadny vyznam a presto je nepostradatelna. Ma nenahraditelnou funkci pfi

traveni, protoZe pifiznivé ovliviluje peristaltiku stiev.



. Vitaminy se jako soucasti enzymu ucastni metabolickych procesti. Zpravidla si je
zvitata nejsou schopna syntetizovat sama. Jejich nedostatek ale i konzumace nadbyte¢ného
mnozstvi vyvolava negativni dopad na zdravi organismu, v extrémnim piipadé mize vyvolat i
smrt. Obsah vitamint v krmivech jsou nékdy uvadény v mezinarodnich jednotk&ch m.j. (nebo
téz v jednotkach IU z anglického ,International Unit®), pfepoCet na hmotnost v mg je

znizornéna Vv tabulce I.

Tabulka | Pfepocet mérné jednotky na mnozstvi vitaminu (ptevzato z cit. 10)
Vitamin Mérna Piepoltovy faktor (slouc¢eniny vitamini)
jednotka P y y
0,3pg vitaminu A — alkohol =1m,j.
) ) 0,344 pg vitaminu A — acetatu =1m,j.
A (retinol) m.j. o i
0,359 pg vitaminu A — propionat =1m,j.
0,55 pg vitaminu A — palmitat =1m,j.
Ds(Cholokalciferol) m.j. 0,025 pg vitaminu D3 =1m,j.
1 mg dl — o — Tokoferylacetatu =1m,j.
1 mg d - o — Tokoferolu =1,49 m.j.
1 mg dl — o — Tokoferolu =1,1m,j.
E (Tokoferol) mg )
1 mg d - — Tokoferolu =0,33 m,j.
1 mg d - 6 — Tokoferolu =0,25 m,j.
1 mg d — y- Tokoferolu =0,01 m,j.
1 mg Menadionsodiumbisulfitu = 0,51 mg Menadionu
Ks (Menadion) mg 1 mg Menadionpyrimidinbisulfitu = 0,45 mg Menadionu
1 mg Menadionnikotinamidbisulfitu = 0,46 mg Menadionu
o 1 mg Thiamin — Mononitratu = 0,92 mg Thiaminu
B, (Thiamin) mg o )
1 mg Thiamin — Hydrochloridu = 0,89 mg Thiaminu
B (Pyridoxin) mg 1 mg Pyridoxin — Hydrochloridu = 0,89 mg Thiaminu
o 1 mg Kyseliny nikotinové =1 mg Niacinu
Niacin mg ) o
1 mg amid kyseliny nikotinové =1 mg Niacinu
i 1 mg Ca- D — Pantothenéatu =092 mg stelmy
D-kyselina m pantotenové
pantothenova 9 =0,41-0,52 mg

1 mg Ca- DL — Pantothenatu

kyseliny pantotenové




Legislativa ur¢uje maximalni limity nékterych lipofilnich vitaminl (pro vitamin E a
K stanoveny nejsou). Pro vitamin A je tato hodnota 25 000 m.j./kg kompletniho krmiva pro
telata a 13 500 m.j./kg kompletniho krmiva pro kufata. U vitaminu D, je jeho maximalni
obsah stanoven na 2000 m.j./kg kompletniho krmiva pro prasata i ostatni zvifata s vyjimkou
skotu. Pro vitamin D3 plati podobné hodnoty, navic je vymezen limit pro kompletni krmiva
pro driibez, jeho hodnota ¢ini 5000 m.j./kg kompletniho krmiva.

Dle rozpustnosti se déli na vitaminy rozpustné ve vod¢ a vitaminy rozpustné v tucich.
Hydrofilni vitaminy jsou reprezentovany vitaminy tzv. B — komplexu (B; - thiamin, B, -
riboflavin, Bg — pyridoxin a Bj, - kobalamin), kyselinou nikotinovou (niacinem),
pantothenovou, listovou, askorbovou (vitamin C) a biotinem (vitamin H). Tabulka [1I
popisuje funkce hydrofilnich vitaminil a zdravotni komplikace zptsobené jejich nedostatkem.

Mezi lipofilni vitaminy se fadi vitaminy A, D, E a K. Jejich strukturni vzorce jsou uvedeny

v tabulce I1.
Tabulka Il Strukturni a sumarni vzorce lipofilnich vitamint (pfevzato z cit. 13)
] Sumarni ) Molekulova
Nazev Strukturni vzorec
vzorec hmotnost
HiC CH; CHs fi:Ha
- NG N
Vitamin A; CyoH300 | 286,4516
CHz
HiC, CHs CHs ?Ha
Vitamin A Conzgo | 284,4357
T
CH3
CHs
WCH N
CHz
Vitamin D, CysH4O 396,6484




Vitamin D, C27H44O 384,6377
Vitamin E CyoH500, 4 430,7061
CH3
Vitamin E | CxHu0, =7 opy| 424,6585
Vitamin K; C31H460, 450,6957
Vitamin K, CuHs60, 580,8821
0
Vitamin Ks | CiHgO, | P | 172,1800
I
]




Vitamin A — retinol (puvodnim nazvem axeroftol) je alkohol obsahujici ve své struktufe
Sesti¢lenny B — jononovy kruh s bo¢nim fetézcem sloZzenym ze dvou isoprenoidnich jednotek.
Jsou znamy dv¢ formy vitaminu A a to vitaminy Aj; a A, liSici se poctem dvojnych vazeb.
Ovliviiuje o¢ni purpur, je nepostradatelny pii tvorbé rhodopsinu, pigmentu ocni sitnice.
Ovliviiuje metabolismus bilkovin a tukd a ukladani glykogenu v jatrech. Je ucastnikem pfi

procesech prenosu genetické informace a aktivaci aminokyselin.

Vitamin D — Kkalciferol fadi mezi steroidni latky. Jsou znamy vitaminy D, a D3 odlisujici se
postrannim fetézcem. Cholekalciferol (vitamin D3) je syntetizovan v kuzi pfi expozici UV
zafenim jeho provitaminu 7 — dehydrokalciferolu. Ergokalciferol (vitamin D;) vznika
ozatenim rostlinného sterolu. Ma vliv na vstifebavani vapniku a hoi¢iku a na jejich nasledné
ukladani v kostech. Jeho nedostatek zpusobuje kiivici. Ve velkém mnozstvi ma toxické
u¢inky. Legislativa deklaruje vitaminy D, a D3 jako piidatné latky a stanovuje jejich
maximalni limity. Pro kompletni krmiva uréena pro domaci zvifata je v rozmezi 500 - 5000

m.j./kg kompletniho krmiva.

Vitamin K — fyllochinon (K3), farnochinon (K3), menadion (K3). Menadion mé systematicky
nazev 2 — methyl — 1,4 — naftochinon, od néjz jsou odvozeny dals$i dvé formy vitaminu K,
které se 1i8i isoprenoidnim postrannim fetézcem. Zucastiiuje se syntézy bilkovin, které jsou

nezbytné pro srazlivost krve, a pfispiva k regulaci kalcifikace.

Vitamin E — tokoferol se vyskytuje v 8 znamych formach, které jsou odvozeny od tokolu a
tokotrienolu obsahujici chromanovy kruh s postrannim isoprenoidnim fetézcem, ktery je bud’
nenasyceny (a- , B-, y-, 0 - tokotrienoly) nebo nasyceny (a- , B-, y-, 0 - tokoferoly). Nejvétsi
vyznam ma a- tokoferol. V soucasné dobé je do krmiv pro domaci i hospodaiska zvifata
dodavan ve form& acetatu o-tokoferolu.** Vitamin E je vyznamnym antioxidantem, ktery
brani produkci volnych radikalll v kosternim svalstvu b&hem zatéze. Ovliviiuje Cinnost
pohlavnich organtli, ¢imz pfedchdzi neplodnosti. Také se uplatiluje pii regeneraci bunek,
zpomaluje jejich starnuti a pfispiva ke zlepSeni bunécného dychani a celkovému zvySeni

imunity.



Tab. 111

Funkce a dopad na zdravi pti nedostatku hydrofilnich vitamina

(pfevzato z cit. 4,8-10)

Metabolismus sacharidd, bilkovin, ovliviluje nervovy systém a travici

Funkce L
o Ustroji
Thiamin : : :
Oslabeni srde¢ni cinnosti, poruchy vidéni a rlstu, kiece, ztrata
Nedostatek ) _
koordinace, ofi dlouhodobém nedostatku smrt
Funk Soucast enzymu (FAD, FMN) ucastnicich se metabolismu bilkovin a
unkce
) ) tukd, ovliviiuje reprodukei, centralni nervovou soustavu (CNS)a rast
Riboflavin i _ i
Poruchy plodnosti, CNS, kozni problémy - ztrata pigmentace,
Nedostatek S
vypadavani srsti, prijmy
Eunk Metabolismus aminokyselin, soucast transamindz, vliv na tvorbu krve,
unkce
o nervovou ¢innost a pohybovy systém,
Pyridoxin i
Poruchy CNS, nechutenstvi, zvraceni, prijmy, kozni onemocnéni,
Nedostatek ) _
anémie, zhorSeni koordinace pohybi
Tvorba thiaminu, hemoglobinu, bilku ve wvejcich, vliv na CNS,
Funkce
] krvetvorbu
Kobalamin :
Poruchy rastu, poSkozeni nervli a CNS, nechutenstvi, anémie, zanéty
Nedostatek )
ktize a vypadéavani srsti
Eunk Metabolismus aminokyselin a mastnych kyselin, pfeména energie,
unkce
Vitamin H soucast dekarboxylaz
Nedostatek | Onemocnéni kiize, ztrata kvality srsti a jeji vypadavani, cévni poruchy
Eunk Ucastni se oxidaéné — redukénich reakci, ptiznivy vliv na imunitni
unkce
Vitamin C systém, transport Zeleza, aktivace ne¢kterych enzymt a hormont
Nedostatek | Poktiveni patete, bolesti kloubti, vypadavani zubu, prijmy, slabost
Kyselina Funkce soucast koenzymu NAD+ a NADP+,pfeména energie
nikotinova Nedostatek | Kozni onemocnéni, prijmy, hubnuti
Kyselina Funkce Soucést koenzymu A, pfeména energie a metabolismus tuka
pantothenova | Nedostatek | Kozni problémy a ztrata pigmentace, poruchy traveni
Kyselina Funkce Metabolismus aminokyselin, krvetvorba
listova Nedostatek | Chudokrevnost, poruchy ristu
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. Mineraly jsou anorganické latky, které jsou v krmivech obsaZeny ve stopovém
mnozstvi. V organismu plni fadu uloh. Jsou stavebnimi latkami zubi a kosti (Ca, P, Mg, Mn,
F). Poméhaji pti regulaci elektrolytického a vodniho rezimu a osmotického tlaku (Na, K, CI),
aktivaci enzymu (Ca, Mg, Co, Mo). Podili se na tvorbé ¢ervenych krvinek (Fe, Mn, Cu) a
aminokyselin (S), metabolismu vitaminu E (Se). Jod ovliviiuje funkci $titné zlazy. Ve vyzivé
zvitfat je tieba dbat nejen na jejich mnozstvi obsazeném v potravé ale také na jejich
vzajemném poméru. Dulezity je naptiklad pomér vapniku a fosforu, uvadi se, ze v optimalnim

pfipadé by m&l byt 1 —1,5: 1. 4814

2.1.2 Pridatné a zakazané latky

Ptidatné latky jsou do krmiva cilené ptidavany pro zlepSeni jeho kvality. VSechna
aditiva nesmé&ji mit negativni dopad na zdravi zvifete. Do krmiv pro domaci zvitfata
aplikovany nésledujici skupiny latek: antioxidanty, zchutiiovadla, emulgatory, stabilizatory,
zahust'ujici a zelirujici latky, barviva véetné pigmentli, konzervanty, vitaminy, provitaminy
pfirodni a syntetické, stopové prvky, pojiva, protispékavé latky a koagulanty a regulétory
kyselosti, které pii vyrobé krmiv pro hospodaiska zvifata uzivany nejsou. Naopak navic jsou
do krmiv pro hospodarskd zvifata dodavany stimuldtory rastu antibiotického i
neantibiotického charakteru, antikokcidika a chemoterapeutika, radionuklidni pojiva,
mikroorganismy zachycujici patogenni organismy, ¢imz zvySuji odolnost vici chorobam, a
enzymy odstraiujici z krmiv toxiny a zvySujici stravitelnost nckterych Zivin, naptiklad
polysacharidi. Nejcastéji pouzivanymi enzymy jsou glukanazy, xylandzy, proteazy, amylazy
a fytdzy, které snizuji obsah fosfore¢nanti v potravé a soucasné zlepSuji stravitelnost
dusikatych latek. Do krmiv mohou byt pfidavany primyslové vyrabéné zakladni Ziviny.
Piikladem je pouZzivani krystalickych aminokyselin vyrdbénych primyslovou fragmentaci
nebo substratd argininu, kyseliny aspartové, glutaminu a ornitinu, které podporuji rist a tim i
jate¢nou kvalitu a pozitivné ovliviiuji vyvoj traviciho a imunitniho systému.15

Z hlediska bezpecnosti krmiv je nezbytné regulovat pfitomnost nezadoucich latek
v krmivech. V Zakonu o krmivech ¢. 91/1996 Sb. a jeho provadéci vyhlasce ¢. 356/2008 jsou
uvedeny zakazané latky a jejich maximalni pfipustné limity. Velmi diskutovanymi latkami
jsou mykotoxiny, sekundarni metabolity plisni a vlaknitych hub. Aflatoxiny (B1, Bz, Gi1, G2),
ochratoxiny, namelové alkaloidy, fumonisiny tvofi jen maly vycet této skupiny latek majici

karcinogenni a teratogenni ué¢inky. Casto uvadéné jsou také polychlorované bifenyly (napf.
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DDT, tj. dichlordifenyltrichlormethylmethan), isothiokyanaty a ftalaty majici negativni vliv
na endokrinni zldzy. Prokazané jsou toxické Ui€inky na jatra, Stitnou zlazu, imunitni systém,

reprodukci a neurologicky rozvoj. 1#*>#

3. Analyza krmiv

Pro analyzu krmiv je nezbytné provést nasledujici kroky: Gpravu vzorku, separaci dané
komponenty z matrice, analyzu vybranou analytickou metodou a vyhodnoceni ziskanych

vysledkd.

3.1 Uprava vzorku

Upravou vzorku se rozumi jeho mechanické zpracovani mletim & drcenim a
homogenizace, jejimz cilem je dosazeni reprezentativnosti vzorku. To znamena, ze v kazdé
vydélené ¢asti jsou obsazeny vSechny komponenty a jsou zastoupeny ve stejném
hmotnostnim ¢i objemovém poméru jako v celém materialu. Toho lze docilit tak, Ze pevny
vzorek o hmotnosti az 2% z celkové hmotnosti materidlu je podroben nejdiive drceni na
velikost ¢astic okolo 20 mm. Po té je provedena kvartace. Vzorek se pomoci Sablony navrstvi
do nizkého komolého kuzele, ktery je nasledné rozdélen na Ctyfi stejné ¢asti (obr. 3). Dvé
protilehlé jsou odstranény a zbylé dvé jsou spojeny a opét podrobeny kvartaci. Kvartace je
opakovana tak dlouho, dokud neni ziskan laboratorni vzorek o pozadované hmotnosti a
velikosti ¢astic. Nasleduje rozklad vzorku na mokré cesté pomoci kyselin (napf. Kyselina
chlorovodikovd nebo kyselina mravenci s pfidavkem peroxidu vodiku pii analyze
aminokyselin) nebo na suché cesté (napf. taveni s uhli¢itanem vapenatym pii stanoveni
nékterych minerald). Rozklad Ize provést také mineralizaci (tj. pfevedenim na jednoduché

anorganické latky spalovanim v muflové peci) nebo pomoci mikrovin (stanovent siry). 1%
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Obr. 3 Znazornéni kvartace (pfevzato z cit. 19)

3.2 Separace analytu
Cilem separace je rozdéleni vzorku na minimaln¢ dva podily odlisného slozeni, které
jsou nemisitelné nebo je lze od sebe snadno odd¢lit, a zvySeni koncentrace analytu v jednom
ze vzniklych podili. Zakladnim piedpokladem separace je rozdilnost vlastnosti analytd.
Separacni metody lze rozlisit na metody vyuzivajici chemické rovnovahy (obr. 4), které
prevadi latky mezi fazemi. Tento pievod je umoznén rozpustnosti latek, fyzikalni adsorpci,

chemisorpci nebo iontovou vyménou.

Metody syuFivajicd
chemickou rovnovatm
mez dvema fazemi

plyn - pevna latka

phyn - kapalina kapalitia - pevna latks

- destilace, - plynova - exfrakce, - zonalnd taverd,
. chromatografi
- plynova [GSDE;- ograte - kapalinovi - frakéni krystalizace,
Eétfaam grafie : chromatografie rapalinovi
- subh : ~ A
THace. (LLC. GPC) chromatografie (L 5C,
- pouziti ISC)
molekulowich sit .
- - extralice pevnou fazi
- pouziti malelulovich
sit

Obr. 4 Separa¢ni metody fungujici na zakladé chemické rovnovahy
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Jiné techniky vyuZzivaji rozdilné pohyblivosti ¢astic v silovém poli (elektroforéza,
izotachoforéza, termodifize, ultracentrifugace, hmotnostni spektrometrie) nebo rozdilné
rychlosti migrace pfes polopropustnou membranu, jejichz hnacim motorem je gradient
chemickych nebo elektrochemickych potencidla (dialyza, elektrodialyza, obracena osmoza,
ultrafiltrace). 2%

V analyze krmiv jsou nejéastéji uplatiiovany extrakce z kapaliny do kapaliny, extrakce
na tuhou fazi (SPE — solid phase extraction), chromatografické metody a superkriticka fluidni

extrakce (SFE — supercritical fluid extraction). *°

. Extrakce z kapaliny do kapaliny — nejjednodussim zptisobem je vytfepani vzorku
Vv rozpoustédle, v némz je analyt dobie rozpustny. Vybér vhodného rozpoustédla se fidi podle
Liebigova pravidla, které tika, ze podobné mé byt v podobném rozpusténo. To znamena, ze
naptiklad polarni latky maji byt rozpusStény v rozpoustédle polarnim. Pfi pouziti této techniky
muze dochazet k vytvofeni nezddouci emulze. Tento problém Ize odstranit filtraci,
odstfedénim nebo pridavkem piipravki rozbijejicich emulzi. Pro zvySeni G¢innosti extrakce je
dobré tento krok nékolikrat opakovat. Vytézek extrakce roste s poctem extrakci podle vztahu
(1.1). 20%

1 n
R,=1—|—— 1.1
" [1 + }"‘DC] (1)

Rn = vytézek extrakce
r = pomér objemu jednotlivych fazi (r = V,/V))
D = pocet extrakci

n = pocet extrakci

. SPE - tato technika je oproti piedchozi vyhodnéjsi diky tspote Casu a organickych
rozpoustédel, kterd jsou nahrazena pevnym sorbentem (napf. silikagel, oxid hlinity, florosil)
umisténym ve specidlnich SPE kolonach nebo discich. Zakladnim piedpokladem piechodu
analytu z kapalné faze do tuhé je silnéjsi interakce analytu se sorbentem nez s kapalinou, ve
které je rozpustén. Proto je tieba peclivé zvazit jeho vybér, pii kterém by mély byt zohlednény
napt. polarita analytu nebo jeho disociacni konstanta. Na sorbent se mohou zachytit i

nezéadouci latky, které pak rusi nasledné stanoveni. Ty je nutné odstranit promyvanim. DalSim
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krokem je desorpce analytu, k ¢emuz se Casto vyuziva extrakce kapalinou nebo tepelna

desorpce. 2%

o Chromatografie - vS§echny chromatografické metody jsou zalozeny na separaci slozek
mezi mobilni a stacionarni fazi. Podle skupenstvi mobilni faze Ize chromatografii rozdélit na
kapalinovou (LC — liquid chromatography) a plynovou (GC — gas chromatography). Separace
slozek je zalozena na jejich rozdilné rychlosti priitoku kolonou. Nékteré latky jsou v koloné
zachycovany stacionarni fazi, ¢imz se opozduji viuci ostatnim latkdm. Doba, kterou latka
v koloné stravi, se nazyva retencni Cas tg. Na separaci latek ma také vliv jejich rozdilna
hodnota distribu¢ni konstanty vyjadiujici ustavenou chemickou rovnovahu mezi mobilni a
stacionarni fazi, ktera je b&hem pratoku kolonou neustdle naruSovana a opé€t vytvarena.
Distribu¢ni konstanta Kp je dana podilem koncentrace latky ve stacionarni fazi a koncentrace
latky v mobilni fazi. Cim vyssi je hodnota distribuéni konstanty, tim je latka vice vazana ve

stacionarni fazi. 2%

. SFE — vyhodou extrakce superkritickymi tekutinami je krat$i Cas piipravy a nizsi
spotieba ¢asto Skodlivych organickych rozpoustédel. Extrakénimi ¢inidly mohou byt oxid
uhli¢ity, oxid dusny, ethan, propan, n-pentan, amoniak, fluoroform nebo fluorid sirovy
v nadkritickych podminkéch, tj. ve vysSich hodnotach kritického tlaku a kritické teploty.
V nadkritické oblasti neexistuje rozhrani mezi kapalnou a plynnou fazi. Superkritické tekutiny
maji viskozitu podobnou viskozité plynu. Ta mé velice kladnou charakteristiku a to takovou,
Ze zrychluje pfenos hmoty analytu a ma za nasledek snadné pronikani nadkritickych tekutin
riznymi typy vzorkli matric vzorku. Kromé toho silu rozpoustédla lze snadno ovlivnit
zménou tlaku nebo teploty. To umoziuje pouziti jedné tekutiny namisto vice ruznych
rozpoustédel. Tato technika m4 ovSem 1 své nevyhody, a to nizkou polaritu rozpoustédla.

Proto Ize SFE vyuZit jen pro nepolarni analyty. 2"

3.3 Pouzivané metody
Analytické metody aplikované na analyzu jednotlivych komponent krmiv jsou
stanoveny Nafizenim Komise Evropského Spolecenstvi ¢. 152/2009. K nejcastéji
doporuc¢ovanym metodam se fadi chromatografické metody. V drtivé vétSing pievazujici

vysokotlakd kapalinova chromatografie HPLC (high pressure liquid chromatography),
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kapalinova chromatografie ve spojeni shmotnostnim spektrometrem LC-MS, plynova
chromatografie ve spojeni s hmotnostnim spektrometrem GC-MS a iontova chromatografie
IC. Déle Kk pouzivanym metodam patéi hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym
plazmatem ICP-MS. MensSinové zastoupeni tvoii absorpéni metody (atomova absorpéni
spektrofotometrie FAAS, atomova absorp¢ni spektrometrie s hydridovou technikou AAS—
HG, atomova absorpéni spektrometrie — elektrometricka atomizace AAS-ETA), a optické

metody (opticka emisni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem ICP—OES).%

. Plynova chromatografie

Plynovy chromatograf (obr. 5) se sklada ze zdroje nosného plynu (He, N, Ar, H) piedstavujici
mobilni fazi, ktery transportuje plynny vzorek chromatografickou kolonou, v niz je umisténa
stacionarni faze. Pritok nosného plynu je fizen regula¢nim systémem. Vzorek je do systému
dodavan pomoci ddvkovace. Nosny plyn mize obsahovat nezddouci slozky ostatnich plyni.
Ty jsou odstranény v Cisticim zafizeni. Slozky vychazejici z kolony jsou indikovany
detektorem. V plynové chromatografii jsou uplatiiovany tepelné — vodivostni, ionizaéni,
atomovy emisni detektor a hmotnostni spektrometr. Signal z detektoru je sniman pocitatem
vyhodnocujici intenzitu signalu a ¢asovy prubé&h. Vysledkem je chromatogram, z néhoz lze

urcit kvalitativni a kvantitativni zastoupeni obsaZenych latek ve vzorku. 2%

T T @

L — T

a - zdroj nosného plynu, b - regulacni systém, c - davkovaé, d - kolona, e - pec, f - detektor,
g - vvhodnocovaci zafizeni

Obr. 5 Schéma plynového chromatografu (pfevzato z cit. 24)
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. Kapalinova chromatografie

Soucasti kapalinového chromatografu je zasobnik mobilni faze, vysokotlaké cerpadlo,
davkovaci zafizeni, chromatografickd kolona, detektor a zafizeni na zpracovani signalu
detektoru (obr. 6). Vysokotlaké cerpadlo, pracujici pii tlaku az 40 MPa, je dulezité
k piekonani tlaku, ktery vynakladaji velice malé CasteCky o velikosti 2 — 10 um stacionarni
faze vici protékajici mobilni fazi, a zajist'uje konstantni pratok mobilni faze. Stacionarni fazi
muze byt kapalina ukotvend na pevny nosi¢ ze skla nebo silikagelu (rozdélovaci
chromatografie LLC — Liquid Liquid Chromatography). V metod¢ HPLC mohou byt
stacionarni fazi adsorbenty (polymery anorganické i organické nebo silikagel), iontoménice
(iontové — vyménnad chromatografie), gel (gelova permeacni chromatografie), chemicky
vazané stacionarni faze a tuhy nosi¢ s vazanym ligandem (afinitni chromatografie).

Mezi LLC a HPLC je rozdil i v délce a praiméru pouzivanych kolon (v HPLC se
pracuje s kolonami o délce 3 — 30 cm a vnitinim praméru 0,5 — 4 mm, v LLC byvaji tyto
parametry vys§i)®%. V kapalinové chromatografii se pouZivaji fotometrické, refraktometrické,
fluorescen¢éni a elektrochemické detektory a stejné jako v plynové chromatografii i
hmotnostni spektrometr. Soucasti kapalinového chromatografu nékdy byva sméSovaci

w7 ’ ’ v v o. vr v v ’ 1.1 o 21-25
zafizeni, diky némuz jsou fizeny zmény ve sloZzeni mobilni faze.

e

: : -

== 1

a.b - zdsobniky mobilni faze, c - sméSovaci zafizeni, d - éerpadlo, e - divkovaci zafizeni, f- vzorek,
g - kolona, h - detektor, i - vvhodnocovaci zafizeni

Obr. 6 Schéma kapalinového chromatografu (pfevzato z cit. 24)
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. Hmotnostni spektrometrie (MS — Mass spektrometry)
Hmotnostni spektrometr je slozen ze vstupu vzorku, iontového zdroje, hmotnostniho
analyzatoru, detektoru, vyhodnocovaciho zafizeni a vakuového cCerpadla (obr 7). Kromé
téchto zakladnich jednotek jsou jeho soucasti také sonda pro zavadéni vzorkii a iontova
technika.

lontovy zdroj vytvaii Castice nesouci naboj. K ionizaci analyzované latky muize
dochazet vlivem proudu urychlenych elektroni pfimo na molekuly analytu (lonizace
elektronem — EI — Electron lonization) nebo vlivem proudu urychlenych elektronti, ktery je
pfenaSen na molekuly analyzované latky prostfednictvim reakéniho média, kterym je
nejcastéji plyn, napf. methan (Chemicka ionizace — Cl — Chemical ionization). Cl a EI se
uziva v kombinaci hmotnostni spektrometru s plynovym chromatografem. Ve spojeni
S kapalinovym chromatogramem jsou charakteristické aplikace sprejovych ionizacnich
technik. U elektrospreje je mobilni faze rozprasena vlivem nehomogenniho elektrického pole,
které je lokalizovano v okoli kovové kapilary. RozpraSovani mobilni faze miZe byt
zpusobeno také pneumatickym rozprasovacem, jehoz plast’ méa vysokou teplotu, az 700 °C
(Chemicka ionizace za atmosférického tlaku APCI). Ve vSech ptipadech postupuje ionizovana
latka do hmotnostniho analyzétoru, kde jsou rozliSovany ionty podle hodnoty poméru jejich
hmotnosti a ndboje m/z.

Magneticky analyzéator je elektromagnetem. Vlivem magnetického pole dochazi
k zakfiveni drahy ionti. Poloméry zaktivenych drah se méni v zavislosti na hodnoté m/z.
DalS§im hojné¢ vyuZzivanym typem je kvadrupolovy analyzator tvofeny cEtyfmi kovovymi
tyCemi. Funguje jako urcity filtr. Podle nastaveni napéti a urcitych veli¢in radiofrekvencniho
pole na kazdé ty¢i prochézi analyzatorem pouze ionty s ur¢itou hodnotou m/z. Vysledkem
hmotnostniho spektrometru je hmotnostni spektrum vyjadfujici zavislost relativni intenzity

iontového proudu na podilu m/z. %25
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Vstup

Tontovy Hmotnostnd

ooy Hrotost Detektor »- .

zdroj analyzator
Vakuovy Zpracovani dat
systém

Obr.7 Schéma hmotnostniho spektrometru (pievzato z cit. 23)

4. Analyza vitamini

Analyza vitaminu vyzaduje Upravu vzorku, hydrolyzu (saponifikaci alkalickymi
hydroxidy), extrakci, v nékterych ptipadech piecisténi extraktu a analyzu vybranou metodou.
Quian H. a Sheng M. vyvinuli metodu pro soucasné stanoveni vitamini A, D, E a
provitaminu D, v krmivech. Vice fazovou pfipravu vzorku nahradili jednokrokovou extrakci
s ndslednym stanovenim metodou HPLC. Vzorek nejprve mechanicky zpracovali pomoci
mixéru a poté prevedli do extrakéni zkumavky opatiené Sroubem. Pfidali n-hexan a zavedli
proud dusiku, pro vytlaceni vzduchu, aby nedochazelo k neZzadouci oxidaci vitamint. Po
protfepani smési byla provedena centrifugace. Po rozdéleni vrstev, bylo z horni vrstvy
odpateno rozpoustédlo. Zbytek byl rozpustén v n-butanolu a vlozen do HPLC systému s UV
detektorem. Jako mobilni fazi aplikovali methanol. Do systému piidali standardy vitamint A,
D, E a provitaminu D, o znamém mnozstvi (v ug). Z regresni rovnice ziskané z grafu
zavislosti plochy pikli na mnozstvi vitaminu (v pg) urcili mnozstvi vitamini ve vzorku.

Chromatogram této analyzy je zobrazen v obrazku &. 8.%
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Obr. 8 Typicky chromatogram sou¢asného stanoveni vitaminu A (VA), D3 (VDj3), E (VE) a provitaminu D,
(VD) za pouziti standardi téchto vitaminl (A) a chromatogram ziskany pti vyse popsané analyze (B)

(ptevzato z cit. 30).

Ze srovnani retencnich casti vyplyva, ze staciondrni fazi je nejméné zadrZovan vitamin A.
Naopak z kolony vychazi jako posledni provitamin D,.

Stanoveni jednotlivych vitamint je popsano v nasledujicich kapitolach.

4.1Vitamin A
Vitamin A ma snahu tvofit isomery. Isomerace all trans-isomerti na cis-isomery je
podporovana piitomnosti kovll (tedy i minerdlnich latek), kyselin, lipoxygenasy, zvySenou
teplotou a expozici svétlem. Za 60 minut klesad obsah vitaminu A az na 25% z ptivodniho

mnozstvi.?’

Proto se pracuje s tmavym sklem. Vitamin A podléha oxidaci, které Ize predejit
pouzitim antioxidantd (pyrogallol, vitamin E, sodnd sl kyseliny askorbové,

butylhydroxytoluen, sulfid sodny) a zamezenim pfistupu vzduchu.

o Uprava vzorku

Uprava vzorku zahrnuje mechanické rozmélnéni na &astice o maximalni velikosti 1 mm.
Béhem této operace nesmi dochdzet k zahtivani vzorku, protoze by mohlo dojit ke ztratdm
termolabilniho vitaminu A. Tento krok musi byt proveden tésné pied nasledujici hydrolyzou,

jinak by mohlo dojit ke ztratam vitaminu A. Hydrolyza (saponifikace) se provadi v
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ethanolickém roztoku hydroxidu draselného KOH, =zabrafujicim isomeraci vitaminu,
s pfidavkem antioxidant butylhydroxytoluenu (BHT) a roztoku askorbatu sodného. Déle je
pridavan sulfid sodny, ktery je zndmy tvorbou sulfidii s kovovymi prvky. Pfidava se tedy za
ucelem vyvazani kovl ze vzorku. Stejnou funkci ma 1 EDTA (sodna sul
ethylendiamintetraoctové kyseliny). Béhem hydrolyzy se doporuéuje piivadét proud dusiku

pro zamezeni oxidace.

° Extrakce

Pfed samotnou extrakci se provadi dekantace. Na extrakci vitaminu A maji vliv ostatni
komponenty vzorku, ptedevsim tuky. Bez vlivu je naopak obsah bilkovin a sacharidu.
Vhodnou extrakéni metodou je ptima extrakce saponifikovaného vzorku v délici nalevce nebo
extrakénim zafizeni za pouziti ethanolu a petroletheru. Po rozdéleni vrstev je petroletherova
vrstva opét podrobovana extrakci petroletherem. Kromé jiz uvedenych rozpoustédel jsou
vhodnymi rozpoustédly diehylether, n—hexan a smési diisopropylether — petrolether, hexan —
chloroform ¢i n-hexan — octan ethylnaty. Ziskané extrakty se su$i bezvodym siranem
sodnym. Jako dalsi krok nasleduje preciSténi extraktu. K tomu slouzi kolonova
chromatografie (za pouziti sorbentli — oxidu hlinitého, oxidu hotfe¢natého nebo silikagelu)

nebo technika SPE.

° Metody stanoveni

Oficialni metoda stanoveni je HPLC smoznosti vyuziti spektrofotometrického,
fluorescen¢niho nebo elektrochemického detektoru. Vyhodou HPLC je dokonald separace
vitaminu A. Pouzit lze separaci na normalni i reverzni fazi. Mobilni fazi je nepolarni
rozpoustédlo (napt. n—hexan nebo cyklohexanon) s pfidavkem polarniho rozpoustédla (2—
propanolu, 1-oktanolu). Jednotlivé isomery retinolu 1ze separovat za pouziti stacionarni faze
silikagelu a mobilni faze n—hexanu nebo smési n—hexanu a terc-butylmethyletheru. To ov§em
neni pfi stanoveni vitaminu A v krmivech nutné, protoze obsah vitaminu A je sumou vsech all
trans-isomert. Jinou alternativou mobilni faze mize byt chloroform, isopropylether nebo
dichlormethan. Octan ethylnaty je aplikovan pro vymyvani glyceridii a mastnych kyselin z
kolony. Pfi separaci na reverzni fazi, je stacionarni fazi oktadecyl a mobilni fazi smés
methanol — voda nebo acetonitril — voda. Do systému jsou piidany standardy vitaminu A 0

zndmé koncentraci (m.j./ml). Zaznamenavaji se hodnoty plochy pikt, z kterych se vytvofi
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kalibra¢ni kiivka. Po prolozeni regresni rovnici lze uréit také mnozstvi vitaminu ve vzorku.
20,26,31,32

4.2 Vitamin E
Vitamin E ma obdobné vlastnosti jako vitamin A. Na vzdu$sném kysliku, vlivem UV
zateni a ptitomnosti volnych radikali, kovl (napt. Fe, Cu) snadno podléha oxidaci a sam se
snadno redukuje, proto je vyuzivan jako antioxidant. Nékteré formy vitaminu E jsou vici
oxidaci odolné. Jedna se o acetat a sukcinat tokoferolu. VSechny pfirodni tokoferoly jsou

pravotocivé (D, +), syntetické tokoferoly tvori racemickou smés (DL, ).

o Uprava vzorku
Uprava vzorku opét zahrnuje mechanickou upravu a naslednou hydrolyzu. Vzorek
rozmélnény na castice o maximalni velikosti 1 mm je hydrolyzovan smési ethanolu, BHT,

askorbatu sodného a sulfidu sodného. Pies chladi¢ se prida hydroxid draselny a voda.

° Extrakce

Pro extrakci se do saponifikovaného roztoku pfidava voda a ethanol. Uvadi se, ze pomér mezi
ethanolem a vodou musi byt 1:2.%° Jiné zdroje uvadi, Ze koncentrace ethanolu ve vodné fazi
mé byt mezi 30 — 40 %.%° Po oddéleni vrstev je vzdy petroletherova vrstva extrahovéna
petroletherem. Spojené extrakty se protiepavaji vodou, dokud po pfidavku fenolftaleinu
zlstane bezbarva. J. L. Luque-Garcia and M. D. Luque de Castro vyuZzili pro extrakci

superitickou fluidni extrakci superkritickym oxidem uhligitym.*

° Metody stanoveni

Oficialni metodou stanoveni vitaminu E je, stejn¢ jako u vitaminu A, HPLC. Obsah vitaminu
E v krmivu se vyjadiuje v mg DL—o-tokoferol acetatu na kilogram. 1 mg DL—o-tokoferol
acetatu predstavuje 0,91 mg DL—a—tokoferolu.?® Ostatni formy vitaminu E se do celkového
obsahu vitaminu E nezapo&itavaji, i kdyz celkovy obsah ovliviuji.'* Proto je nutné jej
odseparovat od ostatnich forem. K tomu lze vyuzit jak normalni tak reverzni fazi. Pfi separaci
na normalni fazi (stacionarni fazi je silikagel, mobilni fazi smés n-hexanu a 1,4-dioxanu)
dochazi k odd¢leni vSech forem vitaminu E (obr.9). To ovSem pfi analyze krmiv neni nutné.

Proto se Castéji vyuziva ne tak ¢asove narocnd reverzni faze. Mobilni fazi je v tomto ptipadé
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smés metanol — voda nebo cyklohexan — ethanol, stacionarni fazi ztstava silikagel. Pro
detekci 1ze vyuzit fluorescenéni nebo UV detektory. V prvém ptipad¢ je mez kvantifikace 2

mg vitaminu E/kg, v druhém ptipad¢ je tato hodnota 10 mg/kg.
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Obr. 9 Srovnani chromatogrami pfi separaci vitaminu E na normalni (A) a reverzni fazi (B).
1: a-tokoferol; 2: B-tokoferol; 3: y-tokoferol; 4: -tokoferol; 5: a-tokotrienol; 6: B-tokotrienol; 7: y-tokotrienol; 8:

d-tokotrienol. (ptevzato z cit. 14)

Z obrazku je patrné, ze pii separaci na reverzni fazi nedochazi k oddé€leni B-tokotrienolu a y-

tokotrienolu od sebe. TotéZ plati i pro B-tokoferol a y-tokoferol. Déle je znatelné, ze separace
yiv: 14,20,26,31,33,34

4.3Vitamin D
Vitamin D je tfeba chranit pfed UV zafenim, jehoz G€inkem a Gc¢inkem tepla dochézi
k fotoisomeraci na piislusny previtamin. Musi se tedy pracovat s materialy, které toto zareni
nepropousti (tmavé sklo nebo hlinikova folie) a za chladna (k izomeraci nedochdzi pfti teploté

mensi nez 20 °C. Je takeé citlivy na kyselé latky a na oxidaci.
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o Uprava vzorku

Vzorek se upravuje mletim, kterym je potfeba dosahnout velikosti ¢astic o maximalnim
rozméru 0,5 mm. Zmydelnéni vzorku se provadi za studena rozpusténim v ethanolu, jehoz
koncentrace v hydrolyzatu ovlivituje naslednou extrakci. Uvadi se, ze optimalni koncentrace
je vrozmezi 40 — 50 %. Dale jsou piidavany kyselina askorbova, EDTA, popiipadé BHT,
pevny hydrochinon a 40 — 50% roztok hydroxidu draselneho.

° Extrakce

Extrakénim ¢inidlem pro extrakci z hydrolyzatu se pouziva pentan, n—hexan nebo diethylether
ve smési s pentanem. Extrakce muze také byt provedena piimo v organickém rozpoustédle
bez nutnosti hydrolyzy. OvSem je pak potieba provést piecisténi extraktu. To se provadi tzv.
semipreparativnim pie¢isténim vitaminu D. Na semipreparativni kolonu je nanesen roztok
standardu vitaminu D v cyklohexanu. Nasledn¢ je na kolonu aplikovan ziskany extrakt a sbira
se frakce, kterd je pak odpatena pii urcité teploté pod proudem dusiku. Vysledny produkt je

rozpuitén v methanolu.®

° Metody stanoveni

Vitamin D je mozné stanovit metodou HPLC na normalni i na reverzni fazi. Na normalni fazi
ovSem lze separovat jen provitaminy, vznikajici pfi expozici vitaminu D na svétle, od
vitamind D, ale neni moZné odseparovat vitamin D, a Ds. Proto se vice vyuzivd HPLC na
reverzni fazi (obr. 10). Jako mobilni faze se nejcastéji pouziva smés acetonitril — methanol,
acetonitril — chloroform — methanol nebo methanol — voda. Celkovy obsah vitaminu D nelze
urcit jako soucet vSech vitaminl a previtaminti. Previtamin a vitamin se isomeraci chloridem

antimonitym prevadi na isotachysterol, pro kvantifikaci se vyuZziva fluorescencni nebo UV

detektor, 20:26:32:35.36
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Obr. 10 Rozdéleni vitaminu D, a D3 na reverzni fazi HPLC (ptevzato z cit. 36)

4.4Vitamin K
Ditlezitou vlastnosti tohoto vitaminu je jeho nestdlost V alkalickém prostiedi.
Nestabilni je také ucinkem svétla a v pfitomnosti silnych kyselin a redukénich €inidel, kterd
redukuji vitamin D na hydrochinon. Naopak vykazuje odolnost vici teplot¢ a oxida¢nim

latkam.

o Uprava vzorku
Vzhledem k tomu, Ze se vitamin K v alkalickém prostfedi rozklada, je alkalicka hydrolyza

vyloucena a je nahrazena hydrolyzou enzymatickou za pouziti lipazy.

° Extrakce

Hydrolyzovany vzorek je extrahovan pfimo organickym rozpoustédlem, napf. chloroformem,
smés chloroform — methanol, chloroform — 2-propanol, methanol — voda nebo petrolether —
diethylether. Extrakt je nutné pfed samotnou analyzou piecistit a odstranit tak lipidy. To se

provadi semipreparativni HPLC, technikou SPE nebo enzymatickou hydrolyzou za pouziti

lipazy.

° Metody stanoveni
Ke stanoveni vitaminu K se vyuziva metoda HPLC na reverzni fazi za pouziti methanolu,
acetonitrilu nebo kombinaci téchto dvou rozpoustédel s dichlormethanem jako mobilni faze a

silikagelu jako stacionarni faze. K detekci Ize vyuzit UV detektor.
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Ke stanoveni vitaminu K miaze byt vyuzito spojeni superkritické fluidni extrakce a
superkritické fluidni chromatografie (SFE — SFC), kde jako mobilni faze byl aplikovan

0,005% acetonitril 2%:26:333738

Metoda HPLC je sice nejvice uzivanou a nejvhodnéjsi metodou pro stanoveni
lipofilnich vitamint v krmivech, ale ne jedinou. Vyuzit lze také plynovou chromatografii
(stanoveni vitamini E a K). Tato metoda ovSem vyzaduje podrobeni vzorku vysokym
teplotdm. To nese zvySené riziko ztrat termolabilnich vitamind. VSechny lipofilni vitaminy lze
také stanovit pomoci polarografie a spektrofotometrie nebo voltametrie. Pro stanoveni
vitaminu A jsou navic vhodné fluorometrické metody. Heudi O., Trisconi J.M. a Blake J.CH.
vyuzili ke stanoveni vitaminu A, D3 a E spojeni kapalinové chromatografie s hmotnostnim

spektrometrem. Hmotnostni spektra t&chto vitamini jsou zobrazena na obrazku 11. 2
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Obr. 11 Hmotnostni spektra vitaminu A (A), vitaminu D5 (B), vitaminu D, (C) a vitaminu E (D)
(ptfevzato z cit. 39)
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5. Zavér

Latky obsazené v kompletnich krmivech pokryvaji denni davku nutri¢nich hodnot
potfebnych pro zdravy vyvoj zviiete. Proto je potfebné tyto latky analyticky stanovit. Diilezité
je také sledovat cely prubéh zpracovani, jelikoz i tam muze dochazet ke ztratam. Pied
samotnou analyzou latek v krmivech je tieba optimalizovat ptipravu vzorku, separaci analytu
a analyzu pomoci vybrané metody. Pii stanoveni lipofilnich vitamini by mél byt kladen
nejvetsi diraz na piipravu vzorku, pii které dochazi k nejvétsim ztratam téchto latek. Tento
krok vyzaduje mechanické rozmélnéni, ptfi némz nesmi dochazet k zahtivani vzorku. Vysoka
teplota je totiz jednim z faktor jejich nestability. K dal§im faktorim se tadi pfitomnost
oxidujicich latek, volnych radikald, kovl a vliv UV zafeni, pfed kterym musi byt vzorek
béhem manipulace chranén tmavym sklem nebo hlinikovou folii.

Nejvhodnéjsi a nejvice vyuzivanou metodou v praxi pro stanoveni lipofilnich vitamint
je vysokotlaké kapalinova chromatografie HPLC. Tato metoda ovSem neni jedina. Vyuzit lze
také spektrofotometrii, polarografii, voltametrii, fluorimetrické metody nebo hmotnostni

spektrometrii. OvSem s rozvojem HPLC vyznam téchto technik poklesl.
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