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1 Cil prace
Cilem prace bylo porovnat rizné metody stanoveni oxidovatelného uhliku (Cyy), celkového

uhliku (Ci) a celkového dusiku (Niot) v piidnich vzorcich riznymi analytickymi postupy tak,
aby byl definovan vztah mezi stdvajicimi, zpravidla ¢asové ndro¢nymi postupy a postupy

novymi, které nevyzaduji sloZitou upravu vzorkl a problematické chemikalie.



2 Material a metody

Pro tkol bylo pouzito devadesit vzorkii zemin z archivu UKZUZ. Jednalo se o suché,
upravené, homogenni velkoobjemové vzorky pro mezilaboratorni porovndvaci zkousky.
V laboratofi Regiondlniho oddéleni Brno byl metodou blizké infracervené spektroskopie
(NIRS) stanoven oxidovatelny uhlik (Cyx), celkovy uhlik (Cyt) a celkovy dusik (Nio).
V Oddéleni specidlnich analyz pid v Liberci byl klasickou titraci stanoven celkovy dusik
a Cox. V laboratofi Regionalniho oddéleni v Plzni byly na pfistroji pro elementarni analyzu

stanoveny celkové obsahy uhliku a dusiku.

2.1 Stanoveni C,y, C;; a N¢, metodou NIRS

Metodu NIRS Ize pouzit pro stanoveni oxidovatelného uhliku Cyx a celkového dusiku N
ve veétsSing lesnich pid jak v organickém tak v minerdlnim horizontu a také pro vétSinu
mineralnich pid s pfirozenym obsahem organickych latek. V zddném ptipad¢€ ji neni mozno

pouzit pro pudy s nizkym obsahem organické hmoty.

2.1.1 Princip

NIR spektroskopie je analytickd metoda vyuzivajici interakce mezi dopadajicim zafenim
a vrstvou materidlu. Spektra se vyhodnocuji sloZitymi matematickymi statistickymi postupy
na zékladé vytvoreného kalibracniho modelu. Vzorky jsou analyzovdny v pevném stavu,

nedestruktivng.

2.1.2 Pracovni postup

Pro stanoveni byl pouzit jednopaprskovy ptistroj NIRSystems 6500 s holograficky fizenou
disperzni miizkou méfici v rozsahu vinovych délek (400 — 2500) nm. K vyhodnoceni byl
pouzit program WINISI II, verze 1.02 (Infrasoft International Inc., USA) a program
NIRCalibration 1.0 (Effichem, CZ). Pro méfeni uskutecnénd v této praci bylo spektrum
kazdého vzorku sniméano 25 x s krokem 2 nm (pocet bodi 1050). Maximalni rychlost snimani
spekter je 1,8 scan.sec™.

NIR spektra vzorkli piid (mineralni, organicky horizont) byla sniméana v kulatych kyvetach
(small ring cup) o pruméru 5 cm v rezimu reflektance. Kazdy vzorek byl zméten dvakrat,
vysledna hodnota Cox, Ciot @ Nyt je primérnou hodnotou paralelniho stanoveni. K vyjadieni

vysledkli Cox a Nyt v suchém vzorku metodou NIRS byla pouzita kalibrace na klasickou



titracni metodu. Jako dalsi varianta byly vysledky Cit a Nyt 0deCteny z kalibraci provedenych
na analyzator CNS, v tomto ptipad¢ jsou hodnoty vyjadieny v suSing.

Podrobnéjsi popis pracovniho postupu je uveden v Jednotnych pracovnich postupech
UKZUZ, Analyza pud I11., kapitola 1.4 (stanoveni Cyy) a kapitola 2.1.8 (stanoveni Nyo) [1].

2.2 Stanoveni C,, titraci po oxidaci chromsirovou smési (UKZU0Z)

Postup je vhodny pro vétSinu minerdlnich pid s béznym obsahem a pfirozenym slozenim

organickych latek.

2.2.1 Princip

Oxidovatelny organicky vazany uhlik v zeminé se oxiduje kyselinou chromovou v prostredi
nadbytku kyseliny sirové za definovanych podminek. Nespotiebovana kyselina chromova
se stanovi titraci roztokem Mohrovy soli s biamperometrickou nebo vizudlni indikaci konce

titrace.

Rovnice popisujici d&j pfi oxidaci:
2(Cr,00)” + 16H" + 3C > 3CO, + 4Cr" + 8H,0 nebo
4 CrO; + 6 H,SO, + 3C > 3CO, + 2Cr(S04)3 + 6 H, O

Rovnice popisujici déj pfi titraci:

(Cr,07)* + 14H + 6Fe* > 2Cr" + 6F" + 7H,0

2.2.2 Pracovni postup
Podrobny popis pouzitych pomucek, chemikalii a pracovniho postupu je uveden v Jednotnych

pracovnich postupech UKZUZ, Analyza ptd III, kapitola 1.2, postup A. [1].

2.3 Stanoveni Ny, vCetné dusi¢nant a dusitani (postup podle Forstera)

Postup je vhodny pro viechny zeminy, pokud neobsahuji nevyménny NH,'. ProtoZe
u anonymnich vzorki zpravidla nelze odhadnout podil NOs™ na celkovém N, celkovy dusik

v zeminach se vétSinou stanovuje timto postupem.



2.3.1 Princip

Dusi¢nany popt. dusitany pfitomné ve vzorku se v prostfedi kyseliny sirové navazou
na aromatickou hydroxyslouceninu, nitroskupina se nasledn¢ redukuje na aminoskupinu
a vSechny slozky vzorku se rozlozi Kjeldahlovym postupem varem s piisadami (viz JPP
Analyza pad III, kap. 2.1.0.2). Vzniklé NH, - ionty se spolu s témito ionty ptvodné
pritomnymi ve vzorku po alkalizaci piedestiluji ve formé NH3 do urc¢itého objemu odmérného
roztoku silné kyseliny. Zachyceny NHj se pak stanovi titraci nadbytku odmérného roztoku

silné kyseliny odmérnym roztokem NaOH.

2.3.2 Pracovni postup

Podrobny popis pouzitych pomiicek, chemikalii a pracovniho postupu je uveden v normé
ISO 11261 [8], ptipadné v Jednotnych pracovnich postupech UKZUZ, Analyza pud IIL.,
kapitola 2.1.5 [1].

2.4 Stanoveni celkovych obsahu Ci; a N na pristroji pro elementarni
analyzu CNS

2.4.1 Princip

Ptistroj pro elementarni analyzu Vario MACRO se pouziva ke stanoveni celkového obsahu
C, N, S vpevnych vzorcich. Pracuje na zakladé katalytického spalovani vzorku pii vysoké
teploté v proudu velmi ¢istého kysliku. Nosnym plynem je velmi ¢isté helium. Po tepelném
rozkladu vzorku se smés plynli obsahujici slouc¢eniny C, N, S vlivem katalyzatorti prevadi
na CO,, N, a SO,. Ostatni pfitomné plyny (vodni para, halogenidy aj.) se odstrafiuji pomoci
kondenzace a adsorpce na oxid fosforecny a stfibrnou vatu. Smés ¢istych analyzovanych
plynt se od sebe odd€luje na zékladé specifické adsorpce-desorbce na kolonach a nasledné
se stanovi jejich obsah na tepelné-vodivostnim detektoru v potfadi N, C a S. Pfistroj je opatien

automatickym davkovacem vzorkl v podobé€ otocného zasobniku s kapacitou 40 mist.

2.4.2 Pracovni postup
Do cinové folie se navazi cca 100 mg jemné mletého oxidu wolframového (WOs3)
a cca 100 mg upraveného vzorku. Sn-folie se opatrné a pevné pomoci pinzet uzavie do tablety

a stlatenim v lisu se z ni odstrani vzduch. Stejnym zplsobem se pfipravi sada tii paralelnich



navazek certifikovanych vzorki, uréenych pro stanoveni denniho faktoru méfeni. Stanoveni
hodnot slepych pokust se provadi bez pouziti Sn-folie.

Pro stanoveni sledovanych prvki byly pouzity metody pfeddefinované vyrobcem. Pro slepy
pokus byla pouzita metoda blank tj. prvni spalovaci krok trva 1 s pfi pratoku 1 ml O,/s, druhy
spalovaci krok trva 10 s pfi pratoku 20 ml O/s.

Pro stanoveni denniho faktoru byly pouzity tifi vzorky pid MPZ ISE Wageningen
s deklarovanymi obsahy stanovovanych prvkl. Vybér metod byl stejny jako pro métené
vzorky a zavisel na obsahu celkového uhliku.

Metoda soil 4 % je urcena pro vzorky, v nichZz celkovy obsah uhliku neptevySuje 4 %.
Navazka vzorku a WOs; vpoméru (1 : 1), prvni spalovaci krok trva 30 s pfi prutoku
30 ml Oy/s , druhy spalovaci krok trva 90 s pti pratoku 50 ml Oy/s.

Metoda soil 10 % je ur¢ena pro vzorky, v nichZz celkovy obsah uhliku nepfesahuje hodnotu
10 %. Navazka vzorku a WO; v poméru (1 : 1), prvni spalovaci krok trva 30 s pfi pritoku
30 ml Oy/s , druhy spalovaci krok trva 90 s pii pratoku 75 ml Oy/s.

Meze stanovitelnosti pro N ¢ini 500 mg/kg, pro S 1000 mg/kg, pro C byla mez stanovitelnosti

Cvwr

3 Vysledky a diskuse

Vysledky sledovanych parametri stanovenych metodou NIRS jsou vyjadieny jako obsah
Cox a Nyt vsuchém vzorku — pro stanoveni byla pouzita kalibrace na klasickou titra¢ni
metodu. Déle byla pouzita k odectu vysledki jako dalsi varianta kalibrace na CNS analyzator,
kdy jsou vysledky stanovené metodou NIRS vyjadieny jako Cic a Niot v suSiné. V ptipadé
stanoveni klasickou titraci a CNS analyzatorem byla stanovena suSina, tzn. vysledky jsou
k dispozici ve 100% susiné, u klasické titrace a NIRS ve vzorku vysuSeném na vzduchu
(bézna uprava pudnich vzorkd). VSechny analyzy byly provedeny ve dvou paralelnich
stanovenich.

V tabulce €. 1 a 2 je zpracovana popisna statistika hodnot Coy, Ciot @ N stanovené riznymi
postupy. Tyto udaje jsou také zpracovany graficky na obr. 1 a 2. Vzhledem k tomu, ze metoda
NIRS vyuzivala pro kalibraci vysledky stanovené referen¢ni metodou, nemtize byt z hlediska
statistického zpracovani povazovana za nezavislou. Vysledky stanoveni NIRS tedy v tomto
ptipadé pouze ukazuji na kvalitu pouzité kalibra¢ni kiivky resp. na nejistotu stanoveni obéma
porovnavanymi metodami. Ur€itym problémem pii porovnani muze byt pouziti vzorkl

vysusenych na vzduchu, kdy mezi méfenim klasickou metodou a metodou NIRS byl urcity



casovy posun, ktery mohl zplisobit zmény v obsahu suSiny v téchto vzorcich a tim pfispét
k vy$§im rozdilim mezi vysledky.

Stanoveni uhliku: zregresniho porovnani stanoveni celkového obsahu uhliku na CNS
analyzatoru a stanoveni oxidovatelné¢ho uhliku oxida¢ni metodou vyplyva podle ocekéavani,
ze vysledky stanoveni celkového obsahu uhliku jsou asi o 20 % vyssi. Tento vysledek byl
dosazen jak pro linedrni regresi metodou nejmensich ¢tvercli, tak i pro robustni regresi.
Vysledky linearni regrese uvadi obr. 3. Pro porovnani hodnot s metodou NIRS v obou
ptipadech (kalibrace na Cox 1 Cior) bylo tfeba vyloucit vzorky s obsahem uhliku pod 0,35 %
vzhledem k mezi stanovitelnosti metody NIRS.

Stanoveni dusiku: popisna statistika je uvedena v tabulce 2 a graficky na obr. 2. Regresni
zévislost mezi titraénim stanovenim celkového obsahu uhliku a stanovenim na analyzétoru
CNS vyplyva, zZe rozdily jsou sice statisticky prikazné, ale nejsou velké a v ramci bézné
chyby stanoveni je mozné je zanedbat. Pro kvalitngj§i porovnani by bylo nutné provést
analyzy vice vzorkll s vy$§im obsahem dusiku. Pro porovnani hodnot ziskanych metodou

NIRS byly vylou¢eny hodnoty pod 0,04 %.



Tabulka 1. Deskriptivni statistika Cox hodnoty < 0,35 vylouceny.

Metoda Pocet vzorku Agilg;:fgky Median Minimum Maximum Dolni kvartil | Horni kvartil
COX NIR_SV 81 2,04 1,93 0,39 8,03 1,46 2,47
CTOT _NIR S 90 2,13 1,97 0,34 5,29 1,69 2,37
COX TIT SV 82 1,58 1,46 0,90 5,04 1,26 1,68
COX TIT_S 90 1,60 1,48 0,92 5,34 1,26 1,72
CTOT_CNS S 90 1,99 1,76 1,06 6,43 1,51 2,12
Tabulka 2. Deskriptivni statistika Ntot hodnoty < 0,04 vylouceny.

Metoda Pocet vzorku Al;?gggky Median Minimum Maximum Dolni kvartil Horni kvartil
NTOT NIR SV 51 0,10 0,08 0,04 0,21 0,06 0,13
NTOT NIR S 90 0,18 0,17 0,10 0,52 0,15 0,19
NTOT TIT SV 51 0,17 0,15 0,06 0,49 0,13 0,17
NTOT TIT S 90 0,16 0,15 0,06 0,52 0,12 0,17
NTOT CNS S 90 0,17 0,16 0,07 0,65 0,14 0,18
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4 Zavér

Stanoveni obsahu uhliku a dusiku v pidach metodou CNS déava spolehlivé vysledky pii stanoveni
dusiku. V pfipad€ stanoveni oxidovatelného uhliku je tfeba pocitat s vysledky asi o 20 % vySSimi
nez pii klasickém postupu. Tuto skutecnost je tieba brat v ivahu pfi hodnoceni vysledkt analyz.
Metoda NIRS je vhodnou alternativou, ale vyZaduje ndrocnou kalibraci a vhodny vybér vzorka
pro kalibraci. Tato metoda je akceptovatelnd pouze pro pidy s obsahem uhliku nad 0,35 %
a obsahem dusiku nad 0,04 %. Nejlepsi vysledky dava pro pldy s vy$§im obsahem organické hmoty
(organicky horizont lesnich pld). Z téchto zavéri vyplyva, ze metody NIRS a CNS se vhodné
dopliuji a spole¢né¢ mohou nahradit dosud pouzivané metody stanoveni, které jsou problematické
pfedev§im z hlediska velkého mnozstvi nebezpecnych odpadi. Pro zajisténi vysSsi

reprodukovatelnosti stanoveni je vhodné uvadét vysledky prepoctené na aktualni susinu vzorku.
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1 Rozsah pouziti

Stanoveni je vhodné pro ptidy, sedimenty a piibuzné materialy.

2 Obecné

Pro sledovani mobility tézkych kovi v piidach, piipadné jejich biodostupnosti pro rostliny,
je potieba vyuzivat slabych extrak¢nich ¢inidel jako jsou voda, dusi¢nan amonny, chlorid vapenaty
apod. Tyto maji simulovat podminky v ptd¢, resp. plidnim roztoku, do kterého se ptipadné tézké
kovy zplidy uvoliiuji a nésledné je mohou pfijimat rostliny. Obsahy kovi v pfipravenych
extraktech se pak pohybuji v koncentracich (0 — 100) pg.I"', kdy pro velkou &ast prvki, zejména
pro Be, Co, Mo, As, Cd, Sn, Sb, TI se pohybuji pod 10 pg.I", ptipadn& pod 1 pg.l™’. Na vyse
uvedend slabd extrakéni ¢inidla jsou kladeny vysoké naroky, zejména ne jejich Cistotu, takeé
na ¢asovou stabilitu, pH, minimum interferenci béhem analyz exktraktii apod.

Metoda ICP-MS je vysoce citlivd simultinni metoda pro stanoveni Sirokého spektra prvk.
Vyznacuje se vysokou linearitou (9 koncentracnich tadt) a tudiz je vhodna pro stanoveni makro
i mikro prvkll vriznych matricich. S vyuzitim kolizné reakéni cely jsou velmi efektivné
eliminovany mozné interferenty, jako jsou napf. ArCl" na hmoté 75 pfi stanoveni arsenu apod.
Vhodnymi vnitfnimi porovnavacimi prvky jsou korigovany matri¢ni efekty v plazmatu, stejné tak
kralovské apod.

Pfi tvorbé metody je mozné vychazet z aplikacnich listd Agilent. Pokud tyto nejsou pro dany typ
vzorku, je potieba zohlednit typ vzorku a pfipravy vzorku (métici mod, ptipadné fedéni, izotopy,
vnitini porovnavaci prvek), stanovované analyty (izotopy) a jejich predpokladané obsahy (izotopy,
integracni doba, pocet opakovani méteni).
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Pfed kazdym métfenim na pristroji ICP-MS je potieba naladit pfistroj na dostatecnou citlivost,
zvlasté pak pokud je pfistroj po vycisténi cocek, ptipadné oktapdlu. Ladéni se provadi pro tii mody
métfeni (normalni moéd, vodikovy mod a heliovy modd). Béhem procesu ladéni se obvykle
optimalizuji parametry: napéti na coCkach (extrakéni CoCky a Omega Cocky) a dale nckteré
z parametriit oktapolu a kvadrupdlu. Pro meétfeni v heliovém nebo vodikovém moédu se pak
optimalizuji pratoky helia ¢i vodiku. Samotné méteni je pak mozné provadét bud’ v jednom z téchto
modi, pfipadné v tzv. Multitune modu, kdy je mozné méteni ve vice médech. Pro zajisténi linearity
kalibra¢nich zavislosti je potfeba pred kazdym méfenim naladit P/A faktor a to pro kazdy mod,
pfipadné je mozné zjednoho modu hodnoty P/A faktorG pro sledované izotopy exportovat
do ostatnich modi.

Standardy pro méfeni je vhodné pfipravovat ve stejné matrici jako jsou vzorky, zvlasté¢ obsahu
kyselin a jinych ¢inidel pouzitych pii rozkladech. Vnitini porovnavaci prvek do standardi a vzorka
pfed méfenim se nepfidava, ale kontinudlné se davkuje béhem méfeni pomoci peristaltické¢ho

cerpadla a T-kusu.

3 Princip stanoveni

VysuSeny a zhomogenizovany vzorek je extrahovan vysoce Cistou demineralizovanou vodou
(24 hod.) a nebo 1M dusi¢nanem amonnym (2 hod.).

Po natedéni (v ptfipadé¢ vyluhti v IM dusi¢nanu amonném) je nasavan peristaltickou pumpou
do zmlzovace, kde vznikd jemny aerosol, ktery je dale odvadén nosnym plynem (argon)
do plazmové hlavice. Tam vlivem vysoké teploty plazmatu dochazi k desolvataci, atomizaci
a ionizaci vzorku. Vzniklé ionty jsou extrahovany pfes sadu kénust, extrakénich ¢ocek a omega
c¢ocek do kolizné reakéni cely, kde jsou odstranény interferenty, a dale do kvadrupolového
analyzatoru, ktery na zakladé¢ poméru hmoty a naboje iontu tyto propousti. Nasledné jsou proslé
ionty detekovany nasobi¢em iontt.

Méfeni a vyhodnoceni nezndmych obsahi prvka v extraktech se provadi metodou kalibracni

piimky s pouzitim vnitiniho porovnavaciho prvku.

4 Pristroje a pomiicky

Rotaéni tiepacka (Ilabo, Ceska republika)
Plastové nadoby (objem 50 ml a 250 ml)
Analytické vahy (piesnost 0,01 g)

b=

Hmotnostni spektrometr s indukéné vazanym plazmatem a kolizné reakéni celou (7500ce,

Agilent, Japonsko)
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5. Podvarové destilac¢ni zafizeni, celoteflonové (BSB-393-IR, Berghof, Némecko) pro ptipravu
ultra ¢istych kyselin

Plastové odmérné banky se zatkami (objem 25 ml)

Sklenéné odmérné banky se zatkami (objem 200 ml)

Plastové zkumavky o objemu (10 — 15) ml

A S

Automatické pipety o objemu (20 — 5000) ul

5 Chemikalie

1. Kyselina dusi¢na koncentrovana 65%, c(HNO3) = 14,4 mol.I"', podvarové destilovana

2. Kyselina dusi¢nd 5% (v/v), 50 ml koncentrované¢ dusi¢né se nafedi do objemu 1000 ml
deminalizovanou vodou

3. Vysoce Cista demineralizovana voda (Millipore, Francie)

4. Dusi¢nan amonny 1 mol.l" (&istota dle normy DIN 19730, Merck, Némecko)

5. Komeréni smésny ladici roztok Li, Y, Ca, Tl, Co, ¢ = 10 pg.1", (Agilent, USA)

6. Zakladni komer¢ni certifikované standardni roztoky Be, V, Co, Cr, Ni, Cu, Zn, As, Cd, Mo, Sn,

Sb, T1, Pb, Ge, In, Te, Bi, ¢ = 1 g.l'l, piipadné smésny komercni certifikovany standardni
roztok (Cd, Co, Cr, Cu, Mn, Ni, Pb, V, Zn) ¢ = 0,1 g.l'1 (Analytika, Ceska republika)

7. Argon Cistoty 4.8 (99,996%) nebo vyssi, vstupni tlak (700 — 750) kPa

8. Helium cistoty 4.9 (99,999%), vstupni tlak 50 kPa

6 Pracovni postup

Ci§téni plastovych nadob pro piipravu extrakti
Plastové nadoby jsou louzeny v 5% kyseliné dusi¢né minimalné 24 hod. Poté jsou oplachnuty

vysoce Cistou demineralizovanou vodou a vysuseny.

Extrakce ve vysoce Cisté demineralizované vodé

10 g vzorku je extrahovano ve 100 ml vysoce Cist¢ demineralizované vody, po dobu 24 hod.
Extrakce se provadi v uzaviratelnych plastovych nadobach (objem 250 ml) na rotacni tiepacce
(5 otacek za minutu). Po extrakci jsou extrakty filtrovany pifes 0,45 um membranovy filtr.
Pted filtraci jsou membranové filtry proplachnuty kyselinou dusi¢nou (podvarové ¢isténou), dale
vysoce Cistou demineralizovanou vodou a nasledné ¢asti extraktu. Pres takto ptipraveny filtr se poté
prefiltruje zbytek extraktu a ptida se 0,1 ml kyseliny dusi¢né (podvarové ¢isténé) na kazdych 10 ml

extraktu. Extrakty se uchovévaji v lednici.
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Extrakce 1M dusicnanem amonnym

10 g vzorku se extrahuje 25 ml 1M dusi¢nanu amonného, po dobu 2 hod., pfi teploté (20 & 2) °C.
Extrakce se provadi v uzaviratelnych plastovych nddobach (objem 50 ml) na rotacni tiepacce
(20 otacek za minutu). Po extrakci jsou extrakty filtrovany ptes 0,45 pum membranovy filtr.
Pted filtraci jsou membranové filtry proplachnuty kyselinou dusi¢nou (podvarové Cisténou), dale
vysoce Cistou demineralizovanou vodou a néasledné ¢asti extraktu. Pres takto ptipraveny filtr se poté
prefiltruje zbytek extraktu a ptida se 0,1 ml kyseliny dusi¢né (podvarove ¢isténé) na kazdych 10 ml

extraktu. Extrakty se uchovavaji v lednici.

Cisténi odmérnych banék pro pFiprava roztoki Kalibragnich standardéd a vnitinich
porovnavacich prvku a plastovych zkumavek pro redéni mineralizata

Plastové a sklenéné odmérné baiiky jsou naplnény 5% kyselinou dusi¢nou minimélné 24 hod. pied
mefenim.  Pfed vlastni pfipravou kalibracnich roztoki jsou vyplachnuty vysoce Cistou
demineralizovanou vodou. Plastové zkumavky jsou minimalné 24 hod. ponotfeny v 5% kyseling
dusicné, poté oplachnuty vysoce Cistou demineralizovanou vodou a vysuSeny. Extrakty se fedi

do suchych zkumavek.

Piiprava ladiciho roztoku
Ze zakladniho sm&sného ladiciho roztoku (¢ = 10 pg.I™") se ptipravi feddnim roztok o koncentraci
1 pg.l”, tzn. pipetuje se 5 ml ze zasobniho roztoku (¢ = 10 pg.1") do 50 ml plastové baiky, prida

se 1 ml podvarové destilované kyseliny dusi¢né a doplni se vysoce ¢istou demineralizovanou vodou

po rysku.

Piiprava smésnych kalibraénich roztoki

Ze zékladnich certifikovanych standardnich roztoki se zfedénim piipravi jeden smésny standardni
roztok o koncentraci 10 mg.I”", tzn. z roztoki o koncentraci 1 g.1"" se pipetuje 500 pl (ze zasobniho
roztoku o koncentraci 0,1 g.l'l se pipetuje 5000 pl) do 50 ml plastové odmérné baiiky, ptida se 1 ml
podvarové destilované kyseliny dusi¢éné a doplni se vysoce cCistou demineralizovanou vodou.
Z takto ptipraveného smésného roztoku se pipetuje dale (25; 50; 250; 500; 2500) ul do 25 ml
plastovych odmérnych ban¢k, ptida se 0,5 ml podvarové destilované kyseliny dusicné a doplni
se po rysku vysoce Cistou demineralizovanou vodou nebo se ptidd 5 ml 1M dusi¢nanu amonného
a vysoce Cistd demineralizovand voda. Takto pfipravené kalibra¢ni roztoky obsahuji (0,01; 0,02;
0,10; 0,20; 1,00) mg.I" analyti. Standard o koncentraci 0 mg.I" se pfipravi stejnym zpiisobem

vyjma pipetovani roztoku analytd, tzn. pipetuje se 0,5 ml podvarové destilované kyseliny dusicné
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do 25 ml plastové odmérné baiiky a doplni se vysoce Cistou demineralizovanou vodou nebo se prida
5 ml 1M dusi¢nanu amonného a vysoce Cistd demineralizovana voda po rysku. Takto pfipravené

roztoky jsou pti uchovavani v lednici stabilni tyden.

Piiprava smésného roztoku vnitinich porovnavacich prvki

Ze zakladnich certifikovanych standardnich roztokl se pfipravi jeden smésny roztok o koncentraci
1 mgl"'. Z kazdého zakladniho roztoku se pipetuje 200 pl do 200 ml sklenéné odmérné baiiky,
piida se 4 ml podvarové destilované kyseliny dusi¢né a doplni se vysoce Cistou demineralizovanou

vodou po rysku. Takto pfipraveny roztok je stabilni pii uchovavani v lednici dva tydny.

Piiprava extrakti pro analyzu

Pro méfeni jsou extrakty v IM dusi¢nanu amonném fedény 5 x do plastovych zkumavek o objemu
(10 — 15) ml, tzn. pipetuje se 1000 ul extraktu a 4000 pl vysoce Cisté demineralizované vody.
Extrakty se fedi vzdy v den méfeni. Extrakty ve vysoce Cisté demineralizované vod¢é se meéfi

nefedéné.

7 Nastaveni pristroje a méreni

Ptistroj se ovlada ptes PC. Po zapaleni plazmatu (Plasma ON) se neché pfistroj v chodu 15 minut.
Ladéni pfistroje se provadi na tzv. ladici roztok (10 x zfedény), ladi se na hmoty 7 (Li), 89 (Y)
a 205 (Tl). Pocet countli za sekundu (cps) by mél byt na uvedenych hmotach Li > 3000 cps,
Y > 8000 cps a Tl > 4000 cps. Dalsi hodnoty, které se b&hem ladéni sleduji, jsou poméry
charakterizujici tvorbu oxidi CeO/Ce (156/140) a dvojndsobné nabitych iontl Ce*"/Ce" (70/140).
Hodnoty pomérti by mély byt mensi nez 1,5 %, resp. 3 %. Parametry se ulozi pod ndzvem
Normal.u. Pfistrojové parametry jsou uvedeny v tabulce ¢. 1, méfené izotopy jsou uvedeny
v tabulce €. 2.

Ladéni pro heliovy a vodikovy méd se provadi po ladéni v normélnim moédu. Zméni se parametry
pfistroje, viz. tabulka ¢. 1 a d& se proplachovat kolizn€¢ reakéni cela (10 ml/min He, po dobu
15 minut).

Pro ladéni v heliovém moddu se pak nastavi pritok helia na 5 ml/min a zméni se sledované
parametry na hmoty 51 (ClO"), 59 (Co), 75 (ArCl") a dale se sleduje pomér 51/59. Ladéni
se provadi zmlzovanim 10 x zfedéného ladiciho roztoku v 1% HCI. Pratok helia se zvysuje do
doby, kdy hodnota poméru 51/59 klesne na 1 % az 2 %. Takto nastavené podminky se ulozi jako

He-mode.u.
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Aby byla zajisténa linearita kalibracnich zavislosti, je potfeba po naladéni systému také naladit P/A
faktor. Ladi se na nejvyssi kalibra¢ni standard z metody. Po naladéni P/A faktoru, se tento ulozi
v prislusném moédu a ptipadné se vyexportuje do jinych méda, pokud se budou pouzivat.

Systém se proplachne 5% kyselinou dusicnou po dobu 15 minut, nasledné¢ vysoce C¢istou
demineralizovanou vodou po dobu 15 minut. Pfipoji se hadicka, kterou je nasavan roztok obsahujici
vnitini porovnavaci prvky a zméfi se vzestupné kalibracni roztoky a opét se proplachne, viz. vyse.
Zm¢éii se extrakty vcetné slepych pokust, kdy pted kazdou sérii vzorkil se opét systém proplachne
(5 minut 5% kyselinou dusi¢nou a 5 minut vysoce Cistou demineralizovanou vodou). Pfed kazdou
zapo&atou sérii se zmé&ii kalibragni standard o koncentraci 0,02 mg.I" a pokud je jeho navratnost
nad 90 %, pokracuje se v méfeni. Pokud je navratnost niz8i, zméfi se vSechny kalibra¢ni roztoky
a ulozi se pod odlisnym nazvem (ptida se k nazvu ,,2“ , ,,3* atd.). K vzorkim pfislusSnym dané
kalibraci se pfida k ndzvu stejné oznaCeni. Béhem méteni jsou zjisténé koncentrace u fedénych
extraktll (extrakty v 1M dusicnanu amonném) automaticky pfepocitavany na plivodni nefedéné
extrakty zadanim hodnoty 5 do policka ,,Dilution* v méticim okné. Po ukonceni méteni se systém
dikladné proplachne 5% kyselinou dusi¢nou (15 minut) a vysoce Cistou demineralizovanou vodou
(15 minut). Pfed vypnutim pfistroje je nutné snizit pritoky kolizn€ reakénich plynti na 0 ml/min

a vypnout reakéni celu. Poté je mozné ptistroj vypnout.
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Tabulka €. 1 Pristrojové parametry

Normalni méd | Vodikovy mod Heliovy mod
Parametr Ladéni
Normal.u H2-mode.u He-mode.u
RF power ne 1500 W
Sampl. Depth ano 7 mm
Torch-H ano Mm
Carrier Gas ano 0,8 L/min
Makeup Gas ano 0,2 L/min
Nebulizer pump ne 0,1 rps
S/C Temp ne 2°C
Extract 1 ano IVaz5V
Extract 2 ano -150Vaz-120V
Omega Bias-ce ano \Y
Omega Lens-ce ano A"
Cell Entrance ne -22V
Plyn (H,, He) ano — 3,0 mL/min 5,5 mL/min
QP Focus ne 3V -8V -1V
Cell Exit ne 0V —d6v
OctP RF ne v
OctP Bias ne -6V -V
QP Bias ne -3V -5V
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Tabulka €. 2 Mérené izotopy

Analyt Izotop Vnitlv’nip[;(z]l;l)(vnévaci Mérici méd
Berylium 9 Be 72 Ge He
Vanad 51V 115 In He
Chrom 52 Cr 115 In He
Kobalt 59 Co 115 In He
Nikl 60 Ni 115 In He
Meéd 65 Cu 115In He
Zinek 66 Zn 72 Ge He
Arsen 75 As 125 Te He
Molybden 95 Mo 72 Ge He
Kadmium 111 Cd 115 In He
Cin 120 Sn 125 Te He
Antimon 121 Sb 115 In He
Thallium 205 Tl 125 Te He
Olovo 208 Pb 209 Bi He

Vysledky se vyhodnocuji po skonceni méteni. Pokud bylo vice kalibraci nez jedna, vyhodnoti
se postupné vSechny vzorky s jejich pfislusnymi kalibracemi (typ kalibrace y = ax + [blank]).
Vysledky se postupné kopiruji do Excelu (software MS Office), ulozi se pod pfislusnym datem

do ptislusného adresaie a vytisknou se.

8 Vypocet neznamého obsahu prvku ve vzorku
T=X.V/m

T — obsah prvku ve vzorku vazeného k mineralizaci (ug/kg)

X —zmétena koncentrace prvku v mineralizatu (ug/l)
V — objem odmérné banky s mineralizatem (ml)

m — navazka vzorku pro mineralizaci (g)
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Stanoveni mykotoxini T-2 toxinu a HT-2 toxinu v krmivech
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Brno, Hroznova 2, 656 06 Brno

romana.kalusova@ukzuz.cz

1 Souhrn

Metoda pro stanoveni toxind T-2 a HT-2 byla odzkousena a nésledné validovana v souladu
se Smérnici komise 2005/38/EC a pfipojena ke standardnimu operacnimu postupu (SOP) €. 33,
ktery obsahuje metody pro stanoveni mykotoxinti: fumonisinti a aflatoxint v krmnych surovinach
metodou HPLC/MS. VSechny analyzy byly provedeny na kapalinovém chromatografu ve spojeni
s hmotnostnim detektorem — syst¢ém HPLC/MS. Pro kvantifikaci mykotoxini byla vyuzita technika
HPLC/MS/MS.

2 Uvod

Toxiny T-2 i HT-2 patii do velké skupiny mykotoxini zvanych trichotheceny. Nejvyznamnéj$im
producentem téchto mykotoxini je rod plisni Fusarium, méné¢ pak rody Myrothecium
a Stachybotrys. Mezi napadené plodiny patii hlavné pSenice a kukufice, ale také sojové boby,
semena ruznych olejnin, banany, mango a jeCmen, ze kterého se pak miize kontaminace dostat
az do piva. Z hlediska chemické struktury jsou trichotheceny rozmanitou skupinou sloucenin.
V podstaté se jedna o tricyklické seskviterpeny s Sesti¢lennym kruhem, které maji dvojnou vazbu
mezi uhliky C-9 a C-10 a epoxyskupinu v poloze C-12, C-13. Podle charakteristickych chemickych

vlastnosti se rozliSuji ¢tyfi podskupiny trichothecenti:

— podskupina A nemd na uhliku C-8 oxoskupinu - do této podskupiny patii pravé T-2
a HT-2 toxiny;

— podskupina B ma na uhliku C-8 oxoskupinu - sem patii deoxynivalenol (DON),
nivalenol (NIV) a dalsi;

— podskupina C obsahuje dalsi epoxyskupinu v poloze C-7, C-8 nebo C-8, C-9 (krotocin);

— podskupina D obsahuje makrocyklicky kruh mezi uhliky C-4 a C-15 (verrukariny).
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I pfesto, ze je dnes znamo vice nez 150 trichothecend, v zemédélskych plodinach jich lze bézné
detekovat asi jen 10. Plisn€ rodu Fusarium produkuji pouze toxiny z podskupin A a B a napadené
plodiny nemuseji obsahovat pouze jeden mykotoxin. V nejvyssich koncentracich byva ptitomen
nejcastéji deoxynivalenol. Proto je povazovan za indikdtor mozné kontaminace dalSimi
trichothecenovymi mykotoxiny.

Trichotheceny se projevuji Sirokym spektrem biologickych uUc¢inkli jako jsou antibakteridlni,
antiviralni, fungistatické, cytostatické ucinky a nékteré z nich jsou fytotoxické. Toxicita
pro obratlovce se pohybuje ve velkém rozmezi a na zdkladé experimentii se zvifaty se nékteré
trichotheceny (zvlasté T-2 toxin) povaZzuji za potencidlné karcinogenni a mutagenni slouceniny.
U lidi je s expozici T-2 toxinu spojovano onemocnéni zvané alimentarni toxicka aleukie (ATA).
Typickymi ptiznaky intoxikace je postizeni traviciho ustroji zanéty, zvraceni a prijmy, typické jsou
1 bolesti hlavy, pozdé€ji dochazi k rozsahlému snizeni poctu krevnich desticek a bilych krvinek
a ve tieti fazi se projevuji rizné infekce. Mimotadné vysokou toxicitou se vyznacuji makrocyklické
trichotheceny typu D, naptiklad akutni toxicita verrukarinu je asi desetkrat vyssi nez T-2 toxinu.

K analyze trichothecenil se nejcastéji pouzivaji chromatografické metody, chromatografie na tenké
vrstve, plynova i kapalinova chromatografie v rizném uspofadani, s riznymi detektory. Na druhé
stran¢ ale pro stanoveni téchto mykotoxint existuji i imunologické metody, jako je ELISA,

Enzyme-Linked ImmunoSorbentAssay, nebo RIA, RadiolmmunoAssay.
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Obr. 1. Trichotheceny typu A, T-2 toxin, R;= Qac, HT-2 toxin, R;= OH
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Obr. 2. Trichothecen typu B, deoxynivalenol (DON)

Obr. 3. Trichothecen typu B, nivalenol (NIV)
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Obr. 4. Trichothecen typu D, verrukarin A

3 Material a metody

Princip metody

Vzorky krmiv se extrahuji smési (acetonitril : voda) nebo (methanol : voda). Vybér extrakéniho
¢inidla zéalezi na nasledném c¢isténi vzorku. T-2 a HT-2 toxin jsou z téchto extraktl ziskavany
zachycenim a néslednou eluci z imunoafinitnich kolonek T-2Test™ nebo jsou extrakty piecistény
na SPE kolonkach Multisep 227 Trich+. Nasledné jsou pak vzorky odpafeny, rozpustény v mobilni
fazi a nastiiknuty do kapalinového chromatografu ve spojeni s hmotnostnim detektorem (systém
HPLC/MS).

Chemikalie
Vsechny pouzité chemikalie byly minimalné p.a. kvality a vyssi.
— Standardni roztok T-2 toxinu, zdsobni roztok o koncentraci 1250 pg/ml ve smési
(acetonitril : voda) (50 : 50, v/v), vznikl rozpusténim 5 mg krystalického T-2 toxinu
(Sigma Aldrich) ve 4 ml smési (acetonitril : voda).
— Standardni roztok HT-2 toxinu, zasobni roztok o koncentraci 103,1 pg/ml v acetonitrilu
(Biopure), objem 5 ml.
— Roztok isotopové znateného T-2 toxinu (s uhlikem "C), roztok o koncentraci 25,1 pg/ml

v acetonitrilu (Biopure); objem 1,2 ml; slouzi jako vnitini standard.
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Pristroje a zarizeni
— Kapalinovy chromatograf Agilent 1100 ve spojeni shmotnostnim spektrometrem
Esquire 6000 firmy Bruker Daltonics slouzil k analyze vzork.
— Kolona Zorbax XDB CI18 150 mm % 4,6 mm, s vnitfnim pramérem 5 pm urcena
pro separaci T-2 a HT-2 toxint.
— Laboratorni tfepacka a ultrazvukové lazen slouzici k extrakci vzorku.
— Koncentrator vzork — Termovap, na némz se eluaty vzorkl odparovaly.

— Zatizeni pro vyrobu ultracisté vody Milli-Q.

Postup stanoveni

Postup pfipravy vzorku je podrobné uveden v SOP ¢. 33.

Vzorky krmiv se extrahuji ve smési (methanol : voda) pro precisténi na imunoafinitnich kolonkach
(IAC) nebo ve smési (acetonitril : voda) pro pie¢i§téni na kolonkach s pevnou fazi (SPE). Cisténi
probihd na T-2Test™ IAC firmy Vicam nebo na MultiSep 227 Trich+ SPE kolonkach firmy
RomerLabs. Na kolonku se aplikuje i isotopoveé znaceny T-2 toxin, ktery se pouziva jako vnitini
standard. Eluat se odpafi dosucha pod proudem dusiku, rozpusti se v mobilni fazi a vzorek
je ptipraven k analyze HPLC/MS.

Postup byl odzkouSen a zvalidovan pro oba typy ¢isténi, obé metody jsou zahrnuty ve standardnim
operacnim postupu. V ramci validace byla stanovena opakovatelnost, spravnost, mez detekce, mez
stanovitelnosti a nejistota metody.

Mobilni fazi, jejiz pratok 0,5 ml/min byl fizen programem, ktery zajistoval plynuly nartst a pokles
jednotlivych slozek, aby mohla probéhnout gradientova eluce vsech tii analytd, byla smés 10 mM
octanu amonného ve vodé a acetonitrilu.

Detekei zajistoval hmotnostni spektrometr Esquire 6000. Tento pfistroj se vyznacuje jednoduchym
provedenim tandemové hmotnostni spektrometrie (MS/MS). Obsahuje hmotnostni detektor typu
iontové pasti, uvnitt niz z ptvodnich prekurzorovych iontl vznikaji ionty dcefiné. Tato detekce
a nasledné kvantifikace je velmi selektivni, kazdy analyt vykazuje specifické hmotnostni spektrum.
Analyty byly vystaveny ionizaci elektrosprejem pii teploté 350 °C, prutoku zmlzujiciho plynu
50 psi a suSiciho plynu 10 I/min. Ostatni parametry jako prekurzory, sledované ionty v rezimu
MS/MS, napéti na kapilafe apod. byly optimalizovany v pribéhu validace a jsou uvedeny
v SOP ¢. 33.

24



4 Vysledky a diskuse

Pfimym néstfikem do hmotnostniho spektrometru byly na roztocich standardi optimalizovany
podminky pro hmotnostni spektrometr, nejprve pro rezim MS, pozd¢ji pro rezim MS/MS. Metoda
byla vytvofena bez vstupu mobilni faze zkapalinového chromatografu a po optimalizaci
hmotnostniho spektrometru byl zahrnut do specifikaci metody i vstup mobilni faze. Tandemova
hmotnostni spektrometrie MS/MS se pouZziva pro kvantifikaci latek. Vznikajici hmotnostni spektra
jsou specificka pro kazdou jednotlivou slouceninu.

Pro analyzu T-2 a HT-2 toxinl byly postupné odzkousSeny vSechny tii dostupné zdroje ionizace —
chemickd ionizace za atmosférického tlaku (APCI), fotoionizace za atmosférického tlaku (APPI)
a ionizace elektrosprejem (ESI), kterd patfi mezi nejbéznéji pouzivané ionizacni techniky a byla
také vybrana pro vytvoreni validované metody. MS/MS hmotnostni spektra vznikld za rGznych
ioniza¢nich podminek jsou riiznd a da se jen lehce odhadnout, jak budou vypadat. Na obrazcich
5 az 10 jsou uvedena hmotnostni spektra T-2 i HT-2 toxinu za podminek APCI, APPI i ESI
V tabulce 1 jsou uvedeny HPLC a MS podminky validované metody.
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Obr. 6 MS/MS spektrum T-2 toxinu vzniklé ionizaci APPI
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Tabulka 1. Podminky HPLC/MS/MS - metody pro stanoveni T-2 a HT-2 toxinu

Kapalinovy chromatograf

Hmotnostni spektrometr

10 mM octan amonny

HT-2 (447,2 m/z)

Mobilni faze (M.F.) ve vodé / acetonitril Napéti na kapilare 4000 V
Pratok M.F. 0,5 ml/min Zmlzovac 50,0 pst
gradientova eluce Susici plyn 10 /min
Teplota kolony 30°C Susici teplota 350°C
Nastiik 20 pul az 50 pl Zdroj ionizace Elektrospre]
Polarita ESI+
Podminky MS/MS - sledované ionty:
285,345 m/z

T-2 (489,2 m/z)

327,387,245 m/z

T-2 BC (513,3 m/z)

406, 451, 344 m/z

T-2 a HT-2 toxin vykazuji za podminek ionizace elektrosprejem nejvyssi intenzitu v MS 1 MS/MS

modu, a tak byl tento zdroj vybran i pro validovanou metodu.

Vzniklou metodou HPLC/MS/MS byly proméfeny vSechny valida¢ni parametry. Jejich shrnuti

je uvedeno ve valida¢nim protokolu SOP €. 33 a v tabulkach 2 a 3.
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Tabulka 2. Valida¢ni parametry pro T-2 toxin

Opakovatelnost (stfedni presnost) 17,0 %

Mez detekce - MD 2,0 pg/kg

Mez stanovitelnosti - MS 7,0 pg/kg
Nejistota 20 %

Pracovni rozsah ( MD — horni bod kalibrace) (2,0 - 1000) pg/kg

Tabulka 3. Valida¢ni parametry pro HT-2 toxin

Opakovatelnost (stiedni presnost) 8,30 %

Mez detekce - MD 1,0 pg/kg

Mez stanovitelnosti - MS 3,5 ng/kg
Nejistota 20 %

Pracovni rozsah ( MD — horni bod kalibrace) |(1,0 —2000) ug/kg

5 Zavér

Metoda pro stanoveni T-2 a HT-2 toxini v krmivech byla vyvinuta a zvalidovdna na systému
kapalinového chromatografu ve spojeni s hmotnostnim detektorem HPLC/MS. Ke kvantifikaci byla
uzita metoda HPLC/MSMS. Spravnost metody byla potvrzena analyzou certifikovaného
referencniho materidlu firmy R-Biopharm a také ucasti v kruhovém testu mad’arské narodni

referencni laboratofe s velmi dobrym vysledkem.
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Stanoveni hydroxyprolinu v kurecim mase metodou ionexové

chromatografie

Zora Linhova

Ustiedni kontrolni a zkusebni ustav zeméd&lsky, Narodni referenéni laboratot, Regionalni oddéleni
Praha, Za Opravnou 4, 150 06 Praha 5- Motol

zora.linhova@ukzuz.cz

1 Uvod

Tato prace vznikla na zakladé pozadavku Oddéleni biologického zkouseni krmiv, které dlouhodobé
sleduje vliv slozeni krmnych smési na kvalitu dribeziho masa.

Hydroxyprolin je souc¢asti kolagenu, ktery piedstavuje nejrozsifenéjsi skupinu zivocisnych bilkovin.
Je hlavni organickou slozkou podptirného systému zivoc¢isného organismu, kosti, chrupavek, Slach,
vaziva a kize. Krom¢ toho je vyznamnou slozkou cévnich stén, bazalnich membran, rohovek
a n¢kterych organt téla. Biologicky vyznam kolagenu je tedy velky.

Pivodné se pro stanoveni hydroxyprolinu pouzivala spektrofotometrickd metoda, ale byla velmi
naro¢nd na piipravu a poskytovala nereprodukovatelné vysledky. Proto byla vyvinuta a ovéfena

metoda stanoveni na analyzatoru aminokyselin.

2 Stanoveni hydroxyprolinu

2.1 U&el a rozsah

Tento postup specifikuje podminky pro stanoveni hydroxyprolinu v kufecim mase. Hydroxyprolin
je soucasti kolagenu a dalSich proteinovych struktur a vyuziva se pro posouzeni stupn¢ degradace
kolagenu.

Chemicky se jedna o

trans - 4 - hydroxy - L - prolin (HYP) — CsHoNO; — M, : 131,1 g.mol™
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2.2 Princip

Hydroxyprolin se ze vzorku vyextrahuje roztokem kyseliny chlorovodikové. Nejprve je nutno
uvolnit aminokyselinu z bilkovinného fetézce. Peptidova vazba mezi aminokyselinami v bilkoving
se hydrolyzuje vhodnym C¢inidlem a jednotlivé aminokyseliny se uvolni do roztoku. Jako
hydrolyzaéni ¢inidlo se pouziva roztok kyseliny chlorovodikové. Z hydrolyzath vzorku se odstrani
hydrolyza¢ni ¢inidlo odpafenim.

Obsah hydroxyprolinu se stanovi metodou ionexové chromatografie s postkolonovou derivatizaci

ninhydrinem.

2.3 Chemikalie

2.3.1 Kyselina chlorovodikova, roztok, c(HCI) = 6 mol/l

2.3.2 Argon (Cistoty 5.0)

2.3.3 Citronan sodny, dihydrat, p.a.

2.3.4 Kyselina citrénova, monohydrat, p.a.

2.3.5 Chlorid sodny, p.a.

2.3.6 Azid sodny, p.a., ZMBD Chemik

2.3.7 Hydroxid sodny, Cisty

2.3.8 Octan sodny, krystalicky, trihydrat, p.a.

2.3.9 Kyselina octova, 99,8%, p.a.

2.3.10 Destilovana voda

2.3.11 Thiodiglykol, koncentrovany, ZMBD Chemik

2.3.12 Ninhydrin, ZMBD Chemik

2.3.13 Hydrindantin, ZMBD Chemik

2.3.14 Methylcellosolve, ZMBD Chemik

2.3.15 Acetatovy tlumivy roztok, pH = 5,5

Pro ptipravu dvou litrti acetatového tlumivého roztoku se navazi 1088 g octanu sodného (2.3.8),
ktery se pfevede do dvoulitrové banky. Pfida se 500 ml destilované vody (2.3.10) a 200 ml kyseliny
octové (2.3.9). Nechd se uplné rozpustit. Behem rozpousSténi, které trva zhruba dva tydny

se postupné doplituje destilovanou vodu az na dva litry.

2.3.16 L-hydroxyprolin, Merck
2.3.17 lonex pro hlavni kolonu: Ostion LG ANB, 12 um

Ionex pro predkolonu: Ostion LG KS 0804
2.3.18 Ethanol, cisty, 96%
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2.3.19 Standardni roztok hydroxyprolinu — 0,25 pmol/ml, fedény tlumivym roztokem, pH 2,2

2.3.20 Tlumivé roztoky, jejich pfiprava a pfiprava ninhydrinu

2.3.20.1 Priprava ninhydrinu

Pro ptipravu jednoho litru ninhydrinu se navazi 20 g ninhydrinu (2.3.12), ktery se prevede do tmavé
zasobni lahve a rozpusti v 700 ml methylcellosolvu (2.3.14). Rozpousténi probihd za probublavani
argonem pod dvoucestnym kohoutem. Po rozpusténi se piida 250 ml acetatového tlumivého roztoku
(2.3.15) a dale 1 g hydrindantinu (2.3.13) rozpusténého v 50 ml metylcellosolvu. Po uzavieni
se roztok necha jest¢ probublavat plynem (asi 10 min) a pak se vystup ze zdsobni lahve ptipoji

na zasobni méch inertniho plynu v piistroji.

2.3.20.2 Priprava tlumivych roztoki

Vsechny tlumivé roztoky se filtruji pomoci filtra¢ni nalevky (2.4.12).

2.3.20.2.1 Tlumivy roztok pro hydroxyprolin

V programu (tab. ¢. 1) je oznacovan jako tlumivy roztok ¢. 4. Pro ptipravu jednoho litru tohoto
roztoku se navazi 12 g kyseliny citronové (2.3.4), 2,8 g citronanu sodného (2.3.3), 27,56 g chloridu
sodného (2.3.5) a 0,1 g azidu sodného (2.3.6). Navazky se prevedou do dvoulitrové banky (2.4.13)
a doplni po rysku destilovanou vodou (2.3.10).

2.3.20.2.2 Regenerace

V programu (tab. ¢. 1) je oznaCovana jako tlumivy roztok ¢. 6. Pro jeji pfipravu se navazi 8 g
hydroxidu sodného (2.3.7) a nechd se za stadlého michani rozpustit ve 100 ml destilované vody
(2.3.10). Pripraveny roztok se ptrevede do banky o objemu jednoho litru a doplni se po rysku

destilovanou vodou.

2.3.20.2.3 Staceci tlumivy roztok, pH 2,2

Pro ptipravu dvou litri stdeciho roztoku se navazi do dvoulitrové odmérné baiiky (2.4.13) 28 g
kyseliny citréonové (2.3.4), 23 g chloridu sodné¢ho (2.3.5) a 0,2 g azidu sodného (2.3.6). Ptida
se 10 ml thiodiglykolu (2.3.11), 500 ml destilované vody (2.3.10) a nechd se rozpustit. Poté

se doplni po rysku vodou.
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2.4 Pristroje a pomucky

2.4.1 Automaticky analyzator aminokyselin, AAA 400

2.42  Termostat s automatickou regulaci teploty

2.43 Rotacni vakuova odparka

2.4.4  Vyvéva vodni

2.4.5 Vahy analytické s pfesnosti na 0,0001 g

2.4.6 Ptfedvazky

2.47  Hydrolyzac¢ni teflonova nadobka s teflonovym uzavérem, 100 ml
2.4.8 Banka s kulatym dnem, se zdbrusem (dale jen NZ) 29/32, 1000 ml
2.49 Erlenmayerova banka s NZ 29/32, 250 ml

2.4.10 Filtra¢ni papir, filtracni rychlost velmi vysokd, KA 1 — M, & 150 mm

2.4.11 Filtracni papir, filtracni rychlost stfedni, KA 5, & 150 mm
2.4.12 Filtra¢ni nalevka se sklenénou fritou S3

2.4.13 Barnka s NZ 29/32, 2000 ml

2.5 Pracovni postup

2.5.1 Uprava vzorku

Vzorek kuteciho masa ze stehen se upravi v mixéru.

2.5.2 Piiprava hydrolyzata

Do hydrolyzaéni nadobky (2.4.7) se odvazi zhruba 1,5 g vzorku s pfesnosti na 0,0001 g. Vzorek
se zakipne tfemi kapkami ethanolu (2.3.18), aby se lépe smacel a pifidd se 50 ml kyseliny
chlorovodikové (2.3.1). Do suspenze se pfivede argon (2.3.2) a po dobu nékolika sekund se necha
probublévat, aby se alespon z ¢asti zbavila rozpusténého vzduchu. Hydrolyza¢ni nadobka se uzavie
a umisti do termostatu (2.4.2), kde po dosazeni teploty 110 °C probiha hydrolyza 17 hodin.

Po ukonceni hydrolyzy se obsah hydrolyza¢ni baiky kvantitativné vodou (2.3.10) pievede ptes
filtra¢ni papir (2.4.10) do odpatovaci banky (2.4.8). Filtrat se odpafi na rota¢ni vakuové odparce
(2.4.3) za pouziti vodni vyvévy (2.4.4). Odpafovani probiha pii teplot¢ 60 °C. Pfi odpatovani
do sucha vznikaji ztraty jednak rozstfikem do trubice odparky a jednak degradaci aminokyseliny,
proto se odpatuje jen do sirupovité konzistence. Do banky se sirupovitym odparkem se ptida cca
5 ml destilované vody a znovu se odpafi. Toto se opakuje jesté¢ jednou. Odparek se kvantitativné
prevede do definovaného objemu (50 ml) stacecim tlumivym roztokem (2.3.20.2.3) o pH 2,2

a zfiltruje pies filtrani papir (2.4.11). Pfed nastiikem do analyzatoru (2.4.1) se tento filtrat nefedi.
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2.5.3 Chromatografické stanoveni aminokyselin
Obsah hydroxyprolinu se stanovi metodou ionexové chromatografie s postkolonovou derivatizaci
ninhydrinem a fotometrickym detektorem na analyzatoru aminokyselin (2.4.1). Podminky analyzy

jsou uvedeny v tabulce €. 1. (Podminky analyzy je nutno ptfizplsobit stavu naplné kolony). Objem

nastiiku do analyzatoru je stabiln¢ 100 pl.

Tab. €. 1. Program pro stanoveni hydroxyprolinu

Cas Teplota kolony | Tlumivy roztok Prikaz Poznamka
0,00 50 4 Inject pgi?éﬁéfﬁﬁﬁﬁﬁn
4,00 50 4 StartEquil

7,00 50 6 Zero 0,2M NaOH
14,00 50 4 NHD

27,00 50 4 Load

31,00 50 4 AcqStop

32,00 50 4 None

2.5.4 Kalibrace standardu hydroxyprolinu
Zakladni standardni roztok hydroxyprolinu (2.3.19). Do 50ml odmérné banky se napipetuje 5 ml

vnitiniho standardniho roztoku o koncentraci ¢ = 2,5 umol/ml a doplni se po znacku stdcecim

roztokem (2.3.20.2.3) o pH 2,2.

1 ml tohoto zakladniho roztoku obsahuje 0,1 ml hydroxyprolinu

Postupné byl napipetovan 1 ml zakladniho standardu do sady o objemu (4; 5; 6; 10; 20) ml, doplnén
tlumivym roztokem o pH 2,2 a promichan. Takto pfipravena sada odpovida koncentracim (0,063;
0,050; 0,042; 0,025; 0,013) pmol/ml.

Hodnoty namétfené na analyzatoru aminokyselin jsou uvedeny v tabulce ¢. 2. Dale byla do grafu

vynesena kalibracni pfimka, jejiz ukazka je na obrazku €. 1.
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Tab. €. 2. Hodnoty pro kalibraéni primku

Kalibraéni uroven Hydroxyprolin
fedéni pmol/ml plocha
1 20 x 0,063 0,063
2 10 x 0,050 0,104
3 6 x 0,042 0,149
4 5x 0,025 0,192
5 4 x 0,013 0,235

0,25

0,1

Plocha peaku

Kalibrace standardu OHP

0,2 1

0,15

104

0,234
,192

,149

0,05 1

,063

0,013

0,025

0,042 0,05 0,063

Koncentrace umol/ml

Obr. ¢. 1. Ukazka kalibraéni primky
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Obr. ¢. 2. Ukazka chromatogramu

2.6 Vypocet a vyjadreni vysledku

T
30

Vypocet obsahu hydroxyprolinu se provadi pomoci programu Chromulan. Ve vyhodnocovacim

programu Chromulan se pro vypocet obsahu hydroxyprolinu v kyselych hydrolyzatech voli metoda

H_p pro vzorky a H pro standardy.

Vypocet obsahu hydroxyprolinu (my) v nastiiku v pg:
my = Vs X ¢y X My

V; objemsmycky ..................... 0,1 ml
Ccs koncentrace standardu ............. 0,25 pmol/ml

M,, molarni hmotnost hydroxyprolinu (pg/pumol)

Vypocet obsahu hydroxyprolinu ve vzorku v %:

My = [my % (Vi/Vs) x MF x 1/DF] / 10

Vi koneényobjem ..................... 50 ml
MF multiply factor ..................... faktor fedéni ...... 1
DF divide factor ........................ faktor navazky v mg

Vysledkem stanoveni je aritmeticky primér vysledkii dvou soubézné provedenych stanoveni

a vyjadiuje se v % s presnosti na tfi platné ¢islice.
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3 Interpretace valida¢nich parametri

3.1 Linearita

Linearita byla méfena na péti koncentracnich hladinach v rozmezi 0,013 pumol/ml az 0,063 pmol/ml
a byla uréena zhodnot naméfenych na analyzatoru aminokyselin uvedenych v tabulce ¢&. 2.
Ke statistickému vyhodnoceni linearity bylo pouzito QC testu a vypoc¢tené hodnoty jsou uvedeny

v tabulce ¢. 3.

Tab. €. 3. Vyhodnoceni linearity

Parametr Hydroxyprolin
Vypocteny R 0,99566
R k testovani 0,99000
Vypocteny QC 4,79
QC k testovani 5,00

Linearita byla prokazana na zéklad¢ hodnot korelacniho a QC koeficientu.

3.2 Citlivost

Citlivost je podle ITUPAC déna zménou signalu, vyvolanou zménou validované vlastnosti
(tj. smérnice kalibra¢ni pfimky). V tabulce €. 2 jsou uvedeny namétené hodnoty kalibra¢ni pfimky,
znichz se pomoci programu EffiValidation zjistila citlivost analytické metody dand smérnici

kalibra¢ni pfimky, kterd ma hodnotu 0,28943 (plocha/mg).

3.3 Mez stanovitelnosti a mez detekce

Mez stanovitelnosti je uroven, nad kterou lze vérohodné provést kvantitativni stanoveni. Mez
detekce je urovei,, nad kterou Ize odezvu vzorku odliSit od odezvy slepého pokusu. Tyto hodnoty
byly vypocteny programem EffiValidation z hodnot uvedenych v tabulce ¢. 2. Vysledky jsou

shrnuty v tabulce ¢. 4.
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Tab. ¢. 4. Hodnoty meze stanovitelnosti a meze detekce

Hydroxyprolin
Mez stanovitelnosti 0,02853 mg/kg
Mez detekce 0,01656 mg/kg

3.5 Opakovatelnost

Opakovatelnost charakterizuje rozptyleni validované vlastnosti kolem stiedni hodnoty, které
zpusobuji ndhodné chyby. Stanoveni opakovatelnosti bylo provedeno na vzorku kufeciho masa

z osmindsobného méfeni. Namétené hodnoty jsou v tabulce €. 5.

Tab. €. 5. Stanoveni opakovatelnosti

Cislo mé&Feni Hydroxyprolin (%)
1 0,273
2 0,222
3 0,162
4 0,189
5 0,185
6 0,223
7 0,162
8 0,152

Po vyhodnoceni programem Effi Validation 3.0 jsou hodnoty opakovatelnosti analytické metody
pro hydroxyprolin 0,04097 jednotek, tj. 20,91 % relativnich. Hypotéza o normalit¢ dat byla

potvrzena.

3.6 Spravnost

Spravnost charakterizuje shodnost vysledki méteni validované vlastnosti s deklarovanou referencni
hodnotou a byla zjistovana testem vytéznosti, kdy k pfesné navazce vzorku se zjiSt€énym obsahem
urcované latky bylo postupné piidavano stanovené mnozstvi Cisté latky — ZSR (ve tiech riznych
hladinach ptidavku — 40 %, 80 %, 120 %) a zpétné€ vypocitana vytéznost. Vysledky jsou uvedeny
v tabulkach ¢. 6. a ¢. 7.
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Tab. €. 6. Namérené hodnoty s pridavkem ZSR

Méieni Pridavek (%) Hydroxyprolin (%)

la 40 0,217

1b 40 0,260

lc 40 0,225

2a 80 0,378

2b 80 0,380

2¢ 80 0,365

3a 120 0,444

3b 120 0,451

3c 120 0,439

Tab. €. 7. Ovéreni vytéZnosti hydroxyprolinu
Uroveii Pi"e((i:/(()) feno Nar(r;il;eno Vyt(ﬁ/i:)m“ Presnost n t-vypocet | t-kritické

1 0,199 0,19867 99,83 0,02031 3 0,02843 4,303
2 0,2776 0,234 84,29 0,02287 3 3,30215 4,303
3 0,356 0,37433 105,15 0,00814 3 3,89885 4,303
4 0,435 0,44467 102,22 0,00603 3 2,7777 4,303

Analyticka metoda poskytuje statisticky spravné vysledky.

4 Souhrnné vysledky a validace

Valida¢ni parametr

Valida¢ni hodnota

Opakovatelnost 20,91 % relat.
Spravnost Spravnost metody prokazana
Linearita Linearita metody prokazana

Mez detekce 0,01656 mg/kg
Mez stanovitelnosti 0,02853 mg/kg

Citlivost

0,28943 (plocha/mg)
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5 Zavér

V praci na téma Stanoveni hydroxyprolinu v kufecim mase metodou ionexové chromatografie
byly stanoveny tyto validacni parametry: opakovatelnost, spravnost, linearita, citlivost, mez detekce
a mez stanovitelnosti.

Zjisténé valida¢ni parametry prokazaly zpusobilost oveéfované metody k pouzivani v Narodni

referencéni laboratofi.
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Alkaloidy lupiny a vyuziti lupiny v krmivarské praxi
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analyz rostlin a krmiv, €.p. 121, 582 57 Lipa u Havlickova Brodu
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1 Uvod - historie a souc¢asnost

Lupina bila (Lupinus albus) je spolecné s lupinami Zlutou (Lupinus luteus), uzkolistou (Lupinus
angustifolius) a andskou (Lupinus mutabilis) zatazena do celedi bobovitych (Fabaceae), rod
Lupinus. Uvadi se, ze je 200 az 250 druhli v tomto rodu. VétSina pochéazi ze Stredomoti, andska
z jizni Ameriky. V téchto oblastech se pestovaly pted staletimi a jiz tehdy se vyuzivaly pro vyzivu
lidi a zvitat.

Z oblasti Stfedomoii se postupné jednotlivé druhy rozsifovaly do stfedni a zépadni Evropy.
Vyznamnéjs$i objem péestovani je mozné sledovat ve 2. pol. 19. stoleti. AZ v minulém stoleti byly
vyslechtény prvni odridy se snizenym obsahem hotkych latek (alkaloidd) a vys$sim obsahem
bilkovin, které byly vhodné&jsi pro potravinatské a krmivarské ucely.

Celkové je ve svété oseto cca 1,3 mil. ha. Nejvyznamngjsi péstebni oblasti jsou v Australii a jizni
Americe (lupiny andskéa a tzkolistd), v Evropé pak Némecko (lupina Zlutd), Francie, Spanélsko,
Polsko, Ukrajina a Rusko (lupiny bila a uzkolistd). V Ceské republice se v minulosti pé&stovani
lupiny pfili§ nerozsifilo. Divodem byla pfedevSim dlouha vegetatni doba a s tim souvisejici
problematické dozravani zrn, nachylnost k antraknéze a také nizké vynosy. K vyraznéjSimu
rozsifeni péstovani doslo az po roce 2004, kdy byla registrovana nova francouzskéa odrida lupiny
bilé - Amiga. Jiz v roce 2004 bylo oseto 400 ha a v roce 2006 se plochy rozsitily az na 7500 ha.
Z toho polovina ptipadla na lupinu bilou a druha polovina na tzkolistou. Amiga si udrZela cca 40 %

mnozitelskych ploch.

41



2 Obsah zivin v semeni lupiny a jeji krmivarské vyuziti
2.1 Obsahové latky v semeni lupiny

Nutri¢ni hodnota semene lupiny je velmi vysoka. Je to plodina s vysokym obsahem dusikatych
latek a tfadi se mezi osm perspektivnich zdroji rostlinnych proteint jak v produkci krmiv, tak
potravin, nahrazujicich zivoci$né bilkoviny v lidské vyzive. Existuji vSak vyznamné rozdily mezi
jednotlivymi odridami, piedevSim v obsahu dusikatych latek (NL), tuku a tim souvisejici
energetické hodnoty. Tyto rozdily jsou dané jak typem odridy, tak klimatickymi podminkami.
Existuje i velka variabilita v obsahu NL v ramci jedné odridy. Nejpatrnéjsi je ziejmé u lupiny bilé,
kde se obsah NL pohybuje v intervalu 30 % az 38 %; lupina zlutda ma obsah NL o néco vyssi
(36 % az 40 %). Obsah NL u lupiny tuzkolisté je nejcastéji mezi 32 % az 36 %. Odrudovée se celkem
vyznamné lisi i obsah celkové energie v lupiné. Divodem téchto rozdilti je rlizny obsah tuku
v jednotlivych odridach, pohybujici se v rozmezi 4 % az 12 %, pficemz obsahuje vysoky podil
nenasycenych mastnych kyselin s dominantnim zastoupenim (az 80 %) kyseliny olejové a linolové.

Srovnani jednotlivych odrad uvadi tabulka 1.

Obecné¢ maji lupiny vyrovnany rozsah aminokyselin, ktery vyhovuje pozadavkiim na vyzivu
hospodaiskych zvitat. Lupina je vybornym zdrojem esencialnich aminokyselin vyjma methioninu,
ktery je v lupinovém proteinu deficitni. Naopak mé vysoky obsah argininu, ktery je esencialni
aminokyselinou pro driibez a do krmnych smési ho lze ptfiddvat pouze pies krmné komponenty

(synteticky se nevyrabi).

Tab.1 Obsah dusikatych latek, tuku a metabolizovatelné energie

v Dusikaté litky Tuk Metaboliztg/zﬁ;}lné energie
(%) (%) (MJ/ kg suSiny)
Lupina bila 30-38 9-11 14-16
Lupina Zluta 36 -40 3-5 12,5-13,5
Lupina uzkolista 32-36 5-7 13-14
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Semena lupiny obsahuji relativné mald mnoZzstvi Skrobu, ktery je pfiblizné ze dvou tfetin soustfedén
v jadru semene (zrna), nejcastéji se obsah pohybuje mezi 5 % az 11 % v zavislosti na odradé.
Vysoky je ale obsah tzv. neskrobovych sacharidii (NSP), opét v zavislosti na odradée tvoii primérné
30 % az 40 % suSiny, pfiCemz semena lupiny uzkolisté obsahuji vice NSP nez lupiny bil¢ a Zluté.
Z hlavnich monosacharidii jsou nejvice zastoupeny glukéza a galaktéza. Hlavni cast NSP jadra
semene tvofi polysacharidické [-galaktany jako slozku bunéénych stén, vjadru jsou jeste
zastoupeny oligosacharidické a- galaktosidy, sachar6za a jeji derivaty (rafindza, stachyoza
a verbaskdza). Slupka zrna tvofici 15 % az 25 % hmotnosti celého semene obsahuje pievazné
celulézu a hemicelulézu. Tyto nevyuzitelné polysacharidy jsou také hlavni slozkou vlakniny
v susiné semena, kterd v zavislosti na odrid¢ kolisa od 12 % do 17 %, jeji hlavni ¢ast (cca 80 %
az 90 %) je soustfedéna ve slupce obsahujici zhruba 49 % az 55 % vlakniny.

Lupina mé z pohledu vyuzitelnosti jeji nutricni hodnoty vysoky koeficient stravitelnosti bilkovin,

u vétSiny odrid je vyssi nez 90 %, ale relativné nizkou vyuZitelnost energie, cca 60 %.

2.2 Antinutri¢ni latky

Obecné lze fici, Ze lupinova semena (pfedevsim sladké odriidy) na rozdil od ostatnich luSténin
obsahuji vedle nevyuzitelnych neskrobovych polysacharidi slupky-celulézy a hemicelulozy
a B-galaktanl v jadie, jen velmi mald mnozstvi antinutri¢nich latek a latek vyvolavajicich alergické
reakce, takZe je lze na rozdil od sojovych krmiv zkrmovat bez jakékoli Gpravy vSem druhiim
a kategoriim zvitat.

Nové vyslechténé odriidy (tzv. sladké) maji velmi nizky obsah fenolickych latek, taninti, lektinti
(protein akumulovany v semenech nebo vegetativnich ¢astech rostliny, ktery zpisobuje
nestravitelnost nebo toxicitu pro parazity a predatory téchto Casti rostlin) a na rozdil od so¢ji
1 inhibitort trypsinu a chymotrypsinu, takze nevyzaduji tepelnou upravu pied zkrmenim. Vyznamné
snizeny je i obsah hotkych latek — alkaloidt. Jejich chemicka struktura je odvozena od molekuly

chinolizidinu (obr.1).

N

Obr.1, chinolizidin

Jednotlivé alkaloidy lupiny tvofi bicyklické, tricyklické a tetracyklické chinolizidiny, kterych

je vramci rodu Lupinus zndmo vice nez 100. V hospodaisky dilezitych odridach lupiny jsou

vvvvvv

130-hydroxylupanin, albin a multiflorin. Jsou vétSinou doprovazeny celou tadou ptibuznych
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alkaloidu.

Jejich obsah v rostliné velmi zavisi na odriid¢ a klimatickych podminkéach. V semenech pivodnich

hotkych odrid lupiny tizkolisté se obsah alkaloidii bézn¢ pohybuje mezi 2 % az 3 %, muze byt

ale az 5 %, ve vySlechténych sladkych odridach je pouze 0,001 % az 0,05 %. Napt. v Australii

je povolen maximdlni obsah 0,002 %, v Chile 0,05 %. Obsah hlavnich alkaloidi semen

nejdulezitéjSich hospodarskych odrad lupiny je uveden v tabulce 2.

Tab.2 Obsah hlavnich alkaloidi v semenech lupiny

Obsah v % z celkového obsahu alkaloidu

Alkaloid
Lupina bila Lupina Zluta | Lupina uzkolistd | Lupina andska

Lupanin 70 <1 70 46
Lupinin - 60 - _
Angustifolin <1 — 10-16 1
Spartein <1 30 <1 16
3-hydroxylupanin — — — 12
13-hydroxylupanin 8 — 12 -38 7

Albin 15 - - _
Multiflorin 3 - — —

Alkaloidy lupiny jsou velmi stalé slouceniny, které nevykazuji zddnou vyraznou reakéni aktivitu ani

v pribehu skladovani nebo zpracovani lupinovych semen. Nejbéznéjsim zpiisobem snizeni obsahu

alkaloidl je extrakce namletych semen vodou (maceni, vafeni), kdy je mozné jejich obsah snizit

az stokrat. Sroty se zbavuji alkaloidd extrakci ethanolem s piidavkem kyseliny chlorovodikové
(obsah poklesne z ptivodnich 3,2 % na 0,1 % az 0,2 %).

Jednotlivé alkaloidy vykazuji rGznou toxicitu. Lze konstatovat, Ze nejvice toxické jsou lupanin

a spartein. U cloveka plati, ze poziti 11 mg az 25 mg lupinovych alkaloid na 1 kg télesné
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hmotnosti zplisobuje vazné zdravotni poruchy, které se projevuji nervozitou, zvracenim, dychacimi
obtizemi, poruchami vidéni, pocenim, postupujici slabosti a v krajnim ptipadé i komatem.
U hospodatskych zvifat, zejména u dribeze, je zavaznost negativnich U€inkli pfimo spojena
s podilem hotké lupiny v krmné davce. Jednd se o snizeni pfijmu potravy a tim 1 pfirastku
hmotnosti, ochablost nohou, zvySeni podilu vnitinosti k télesné hmotnosti, nedostatecnou
koordinaci, strnuti $ije az po svalovou paralyzu a kosterni deformace.

3 Krmivarské vyuziti

Jak uz bylo uvedeno, lupinu je mozno diky nizkému obsahu antinutri¢nich latek zkrmovat pfimo
v surovém stavu. Pro zajiSténi uspokojivého vyuziti zivin lze doporucit pravu semen Srotovanim,
hrubym drcenim, rozemletim, vlockovanim, rozvalcovanim, ptipadné extrudaci.

V krmivarstvi mize lupina slouzit jako urcitd alternativa sgji. Svym zivinovym sloZenim se blizi
sojovému extrahovanému S$rotu, ktery obsahuje vice proteinu, lyzinu, methioninu, cysteinu
a threoninu, ale mén¢ vldkniny, Skrobu a tuku. Odstranénim slupky, kterd obsahuje vice nez 50 %
vlakniny, lze ziskat vysoce hodnotny produkt (jadra) s obsahem proteinu 45 % a vice. Nékteré
vysokoproteinové odriidy dosahuji dokonce vyssi nutricni hodnoty nez nejkvalitnéjsi sojové Sroty.
Odslupkovanim se nejen zvysi obsah proteinii a s nim i obsah esencidlnich aminokyselin, ale
i obsah tuku a vyuzitelnych Skrobovych polysacharidii. Na druhou stranu se vyrazné snizi obsah
vlakniny a tim 1 nevyuZitelnych neSkrobovych polysacharidi (celuloza a hemiceluloza).
Odslupkovana semena tak maji vyssi stravitelnost zivin, diky vy$Simu obsahu tuku a Skrobu 1 vyssi
energetickou hodnotu a predevSim vyuzitelnost této energie je vyS$i. Mnozstvi metabolizovatelné
energie se zvysuje o 20 % az 35 %.

Slupky jako odpadni produkt pii odslupkovani lupinovych semen jsou svym vysokym obsahem
vlakniny dobrym krmivem pro pitezvykavce (masny i mlécny skot, kozy a ovce) a nékteré
monogastry (kralici). Stejné tak je pro tyto kategorie hospodaiskych zvifat vhodné zkrmovani
predupravenych (viz.1. odstavec této kapitoly) neodslupkovanych semen tzv. sladkych (s nizkym
obsahem antinutri¢nich latek, pfevazné alkaloidli) odrid lupiny i celych rostlin jako picninu
pro zelené¢ krmeni nebo sildZovani. Podil lupinovych semen vkrmné smeési pro byky
je doporucovan do 30 %, pro dojnice do 20 %. Stravitelnost proteinu v bachoru se pohybuje
od 71 % do 79 %.

Ptedupravend neodslupkovand semena je mozno zkrmovat také prasatiim, kde lze so6jovy protein
nahradit az 30% podilem lupiny v krmné smési. Zastoupeni lupiny v krmné smési je mozno snizit
odslupkovanim semene. Tim se zvysi jeho vyzivova i energeticka hodnota. Na zaklad¢ praktickych

zkuSenosti a literarnich idaji je mozné doporucit nasledujici zastoupeni lupiny v krmnych smésich:

Predvykrm (15 kg az 35 kg) — 10 % az 15 %;
Vykrm I (35 kg az 65 kg) — 20 % az 25 %;
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Vykrm II (65 kg az 120 kg) — 30 % az 35 %;

Jalové a laktujici prasnice — 20 %.

ZvySeni vyuzitelnosti energie a stravitelnosti zivin Ize docilit 1 pfiddvanim exogennich enzymi
do krmné davky. Neskrobové polysacharidy jadra, galaktany a oligosacharidy galaktosidy
a celulézy a hemiceluldzy slupky nejsou hydrolyzovany endogennimi enzymy. Tento problém
je vyznamny hlavné u driibeze. U prasat dochdzi v koncovém stfevé k intenzivnéjsi fermentaci
téchto latek stfevni mikroflorou. Z tohoto divodu maji semena lupiny pro prasata vyssi
energetickou hodnotu neZz pro dribez.

Jako velmi vhodné vysokoproteinové krmivo pro driibez lze vyuzivat odslupkovand lupinova
semena. Odslupkovanim se odstrani znacna cast pro dribez nevyuzitelné vlakniny (celuldza
a hemicelul6za), zvysi se obsah proteinu a metabolizovatelné energie. K dalsimu zvySeni
metabolizovatelné energie a stravitelnosti zivin kromé odslupkovani prispiva ptidavani
enzymovych doplikti do krmiv. Jednd se hlavné o a-galaktozidazu, ktera hydrolyzuje galaktany
a galaktosidy obsazené v jadie. Pro vyuziti lupiny jako krmné komponenty pro vyzivu dribeze
je 1épe volit odridy s obsahem dusikatych latek 35,5 % a vice a ptidavat pfedupravend semena
lupiny do krmnych smési v mnozstvi 10 % az 20 %. Pouzitim vysokoproteinovych odrid lze
nahradit az 50 % sojového extrahovaného Srotu v krmnych smésich. Z hlediska aminokyselinového
slozeni je velmi pozitivni vysoky obsah pro dribez esencialniho argininu. Uréitym negativem je
deficitni obsah methioninu, ktery je nutné pti vyrobé krmnych smési optimalizovat. Experimentalné
bylo také potvrzeno zlepSeni kvality vajec u nosnic pii zkrmovani semen lupiny v krmnych smésich
v mnozstvi 10 %. Prokazateln¢ se zvySila hmotnost produkovanych vajec, vajecné skotapky
a vajecného bilku, snizil se obsah cholesterolu ve vajecném zloutku a soucasné zlepsila jeho barva.
Pfitom nebyla negativné ovlivnéna produkce vajec, kvalita skofdpky ani hmotnost vajecného
zloutku.

Zavérem lze konstatovat, ze semeno lupiny jako domadci plodiny lze vyuzit v krmnych smésich
pro skot, prasata i driibez, kde mize nahradit importovanou proteinovou surovinu jako je soja a jeji

produkty.
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