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Kvantitativni stanoveni kyseliny moc¢ové v organickych

hnojivech metodou HPLC

Viclav Rypl, Alena Zalmanovd

Ustiedni kontrolni a zkuSebni tstav zemédélsky, Narodni referenéni laboratof, Regionalni
odd¢leni Plzen, Slovanska alej 20, 326 00 Plzen
vaclav.rypl@ukzuz.cz

1 Souhrn

Byl vypracovan postup pro kvantitativni stanoveni kyseliny mocové v organickych hnojivech,
aby bylo mozné s dostate¢nou ptesnosti urcit rozhodovaci kritérium 15 % piimési cizi

organické hmoty do kravského hnoje.

2 Uvod

Bylo zjis$téno, Ze néktefi vyrobcei pridavaji do peletovaného kravského hnoje 1 driibezi trus
a deklaruji tuto smés jako Cisty kravsky hnij. Se Sekci ufedni kontroly se vyrobci dohodli, Ze
za Cisty kravsky hnlij bude povazovana smés s obsahem maximalné 15 % cizi organické
hmoty. Vznikla tak potfeba uréeni mnoZstvi cizi organické hmoty v téchto smésich. Jako
ukazatel byla zvolena kyselina mocova, kterd se téméf nevyskytuje v trusu savcd, ale

vyskytuje se ve vysokych koncentracich v trusu ptaku.

3 Material a metody

Jednd se o HPLC stanoveni pomoci hydrofilni interakéni chromatografie (HILIC)
za izokratickych podminek a UV detekci. Vzorek se extrahuje roztokem Li,COs. K rozdéleni
dochazi na HILIC kolon¢ a jako mobilni faze se pouzije pufr acetonitril s octanem amonnym
v poméru (90 : 10). Vyhodnoceni bylo provedeno formou externi kalibrace a odecitany byly

plochy piki.



3.1 Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.

1

Li,COs3, 10 mM roztok, extrakéni ¢inidlo.

Piiprava: Navazi se 1,4777 g Li,COs3, pievede se do 2000ml odmérné banky pomoci
asi 1000 ml vody (4), rozpusti se za pomoci ultrazvukové lazné¢ a doplni po znacku
vodou (4).

Kyselina mocova, zakladni standard 500 mg/I.

Piiprava: Navazi se 50 mg Kyseliny moc¢ové, pievede se do 100ml baiiky pomoci asi
70 ml extrak¢niho ¢inidla (1), rozpusti se za pomoci ultrazvukové lazné a doplni
po znacku extrak¢énim ¢inidlem (1).

Acetonitril (Sigma-Aldrich) - Chromasolv® for HPLC, gradient grade.

Voda — deionizovana voda redestilovana s KMnO,.

Octan amonny, 100 mM roztok.

Ptiprava: Navazi se 3,8542 g octanu amonného, pfevede do 500ml odmérné banky
a doplni vodou (4) po znacku.

Kyselina octova pro HPLC; w = min. 99,7 %; p = 1,049 g/ml.

Mobilni faze, (acetonitril : octan amonny) = (90 : 10).

Ptiprava: Do 1000ml odmérné banky se pipetuje 100 ml octanu amonného (5), doplni
acetonitrilem (3) po znac¢ku a po upravé pH na 4,5 pomoci kyseliny octové (6)
se roztok vlozi na 15 min do ultrazvukové lazné pro odstranéni vzduchu.

Acetonitril, 50%.

Ptiprava: Do 1000ml odmérné bainky se nalije 500 ml vody (4) a doplni se
acetonitrilem (3) po znacku.

Acetonitril, 95%.

Piiprava: Do 250ml odmérmné banky se nalije 12,5 ml vody (4) a doplni se

acetonitrilem (3) po znacku.

3.2 Pristroje a pomiicky

1

HPLC Waters, detektor Waters 486, autosampler Waters 717 plus, Waters 515 HPLC
Pump, Waters in-line degaser

pH metr , napt WTW pH 526.

Automaticka pipeta (0,05 — 1) ml.

Centrifuga 5000 ot/min, napt. Sigma 2-16K.
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Centrifuga 13000 ot/min.
Ultrazvukova lazen.
Ttepacka horizontalni.

Analytické vahy.

© 00 N o O

Laboratorni mlynek, napi. Retsch Grindomix GM 200.
10 Plastové lahvicky se Sroubovacim uzavérem, 250 ml.

11 Plastové uzaviratelné mikrozkumavky, 1,5 ml.

4 Pracovni postup

4.1 Uprava a extrakce vzorku

Vzorek se ususi pti 60 °C, pomele na mlynku a proseje pres sito S velikosti ok 0,5 mm.
Na analytickych vahach se navazi 0,5 g vzorku a pievede do uzaviratelnych plastovych
lahvicek o objemu asi 250 ml pomoci 100 ml extrak¢niho ¢inidla (1). Nadobky se uzaviou
a vlozi na 5 min do ultrazvukové 1azné¢ a pak na 30 min do horizontalni tfepacky. Vzorek
se poté odlije do centrifugaéni kyvety (podle velikosti kyvety 10 ml az 50 ml) a hrubé
necistoty se odstiedi 15 min pfi 5000 ot/min. Jemné necistoty se odstrani tak, ze pfiblizné
1,4 ml odstiedéného vzorku se pipetuje do 1,5ml plastové uzaviratelné mikrozkumavky
a odstiedi 5 min pti 11000 ot/min. Podle obsahu kyseliny mocové ve vzorku se pipetuje (0,2 —
0,5 ml) extraktu do 10ml odmérné banky a doplni se mobilni fazi (7) po znacku. Pak
se odebere alikvot do 1,5ml plastové uzaviratelné mikrozkumavky a ten se vlozi
do odstiedivky na 5 min pfi 11000 ot/min. Takto upraveny extrakt je mozné prelit do vialek

a vlozit do HPLC.

4.2 Priprava kalibra¢nich standardi

Do 50ml odmérné bariky se automatickou pipetou pipetuje 0,1 ml zakladniho standardu (2)
a do sady 25ml odmérnych banék se pipetuje (0,25; 0,50; 0,75; 1,00) ml zékladniho standardu
(2) a banky se doplni po zna¢ku mobilni fazi (7). Vysledné koncentrace kyseliny mocové
v kalibra¢nich standardech jsou (1; 5; 10; 15; 20) mg/I. Pied vlozenim do HPLC se standardy
odstiedi 5 min pii 11000 ot/min.



4.3 Chromatografické podminky a méreni

Pratok mobilni faze (7) byl nastaven na 2 ml/min, injektaz vzorku 40 ul, teplota kolony
30 °C, vInova délka 285 nm. Byla pouzita kolona XBridge Amide (150 x 4,6 mm; 3,5 pum;
130A) a vlastni eluce probiha za izokratickych podminek. Retenéni ¢as je 6 min a kapacitni
faktor 5. Pro oplach jehly se pouzije acetonitril (9). Po ukonceni analyzy se kolona vyplachuje
40-ti kolonovymi objemy acetonitrilem (8). Kolona se uchovava v acetonitrilu (3). Nastaveni
chromatografickych podminek bylo odvozeno od aplika¢niho listu firmy Waters s ohledem

na pouzitou instrumentaci a ucel pouziti.

5 Vypocet

Obsah kyseliny mocové se vypocitd z kalibracni zavislosti tak, Ze se sestroji graf zavislosti
plochy piku kyseliny mocové na koncentraci v daném rozsahu a jednotlivé body jsou
proloZzeny polynomem prvniho stupné. Rovnice této kiivky se pak pouzije K vypoctu

koncentrace kyseliny mocové v extraktech.

Obsah kyseliny mocové ve vzorku x v g/kg se vypocita podle vztahu

eXVy XV, x1072

Vo xm
kde
X je koncentrace kyseliny mocové ve vzorku (g/kg),
C je koncentrace kyseliny mocové v extraktu odectena z kalibra¢ni zavislosti (mg/l),

Vi je objem pouzitého extrackniho ¢inidla (ml)

Vs je pipetovany objem extraktu k nafedéni mobilni fazi (ml),

V3 je objem barniky, v které byl extrakt natedén mobilni fazi (ml),

m je navazka vzorku (Q),

107 je prepocitavaci koeficient z jednotek mg/kg na g/kg, pii prevodu z mg/kg

na hmotnostni procenta (hm.%)je tfeba pouzit koeficient 107

Obsah cizi organické hmoty ve vzorku v % se vypocita podle vztahu

7 =

x = 100

a



kde

z je obsah cizi organické hmoty (%),
X je koncentrace kyseliny moc¢ové ve vzorku (g/kg),
a je koncentrace Kyseliny moc¢ové v Cistém slepi¢im trusu a = 100 (g/kQ).

Koeficient a byl uren pomoci analyzy ¢isté¢ho slepic¢iho trusu a ma vyznam predpokladané
maximalni koncetrace kyseliny mocové v organickém materidlu. Analyzou bylo zjisténo, Ze
slepi¢i trus obsahuje (60 — 90) g/kg kyseliny mocové a tyto hodnoty byly poté zaokrouhleny
na 100 g/kg a pouzity k vypocCtu obsahu cizi hmoty ve vzorku. Rozhodovaci kritérium
maximalné povolenych 15 % cizi organické hmoty tedy odpovidd obsahu 15 g/kg kyseliny

mocové ve vzorku hnojiva.

6 Validace

Validace byla provedena pomoci softwaru EffiValidation 3.0 a byly testovany tyto validacni

parametry: opakovatelnost, spravnost, linearita, mez stanovitelnosti, citlivost a nejistota.

Opakovatelnost
Vypocet opakovatelnosti byl proveden krokem — Opakovatelnost z paralelnich méfeni.
K vypoctu bylo pouZzito 20 paralelnich stanoveni a byla zvolena jedna koncentra¢ni hladina.

Tabulka 1. Opakovatelnost.

Primér méfeni Opakovatelnost Rel. opakovatelnost 0
(hm. %) (hm. %) (%)
3,777 0,102 2,703 20

Jako prakticka hodnota byla zvolena 5% relativni opakovatelnost.

Spravnost

Vypocet spravnosti byl proveden krokem — Spravnost velky koncentra¢ni rozsah — slepy
pokus neni k dispozici t-test. Spravnost byla testovana na redlném vzorku s nizkou
koncentraci analytu, ke kterému byla pfidana riznd mnoZzstvi kyseliny mocové. Pro testovani

byl vybran vzorek 166/2013 Lims — hnojiva Plzen.



Tabulka 2. Spravnost.

Uroveit | Pobis Ptidavek | Naméieno | Vytéznost | Presnost Interval Hvbotéza
PIST (mgiy | (mgll) (%) | (mg/l) | spolehlivosti yp
1 166 | 0,000 | 0,000 00 | 0,0046 0,0 Piijata

2 166 | 2,500 2,520 100,8 | 0,0200 2,487 - 2,553 Ptijata

3 166 | 5,000 5,046 100,9 | 0,0549 4,957 - 5,134 Ptijata

4 166 | 7,500 7,443 99,2 0,0776 7,318 - 7,567 Prijata

5 166 | 10,000 | 10,053 100,5 | 0,0872 | 9,913 -10,193 Ptijata

Z vysledkt vyplyva, ze metoda poskytuje statisticky spravné vysledky.

Linearita

Linearita byla vyhodnocena krokem — Linearita korelacni a QC koeficient. Byla vytvofena
fada kalibra¢nich roztokti o koncentraci (1; 5; 10; 15; 20) mg/l kyseliny mo¢ové. Hodnota
korela¢niho koeficientu R pro uvedeny rozsah byla 0,999981 a hodnota QC koeficientu byla
0,46 %, pticemz linearita se povazuje za prokazanou, kdyz R > 0,99 a QC <5 %.

Mez stanovitelnosti

Mez detekce a mez stanovitelnosti byla uréena krokem — Meze: ze signalu slepého pokusu
v chromatografii. Z chromatogramu slepého pokusu bylo uréeno kolisani zakladni linie
v oblasti dané¢ 20-ti nasobkem polositky piku kyseliny mocové. Pro vypocet byla dale
odectena smérnice kalibra¢ni kiivky. Bylo vypoéteno, ze mez detekce je 0,028 mg/l a mez
stanovitelnosti 0,093 mg/l. Jako praktickd mez stanovitelnoti byla zvolena hodnota 0,2 mg/l,
coz po prepoctu ¢ini 0,8 g/kg.

Citlivost

Citlivost byla ur¢ena krokem — Citlivost z kalibracni pfimky. K vypocétu byly pouzity
kalibra¢ni roztoky 1; 5; 10; 15; 20 mg/l a jejich signaly. Hodnota citlivosti byl stanovena
na 73060 jednotek signalu.

Nejistota

Nejistota byla urCena krokem — Nejistoty: z pfesnosti — paralelni méfeni k dispozici.
Pro vypocet rozsifené nejistoty byl pouzit faktor rozsifeni 2. K vypoctu bylo pouzito 20

paralelnich stanoveni.



Tabulka 3. Nejistota.

Charakteristika Hodnota
Vypoctena hodnota (hm. %) 3,777
Standardni nejistota (hm. %) 0,102
Relativni standardni nejistota (%) 2,703
Faktor pokryti 2
Rozsifena standardni nejistota (hm. %) 0,204
Relativni rozsifena nejistota (%) 5,405

Jako prakticka hodnota relativni rozsitené nejistoty byla zvolena hodnota 10 %.

Z7.avér

Metoda poskytuje statisticky spravné a ptesné vysledky a je vhodna ke kvantitativnimu

stanoveni kyseliny mocové v organickych hnojivech.
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Ovéreni postupu analyzy hnojiv metodou FAAS
a ICP-OES

Eva Urbankova, Eva Niedobova, Jii'i Zbiral

Ustiedni kontrolni a zkuSebni tstav zemé&délsky, Narodni referenéni laboratof, Regionalni
oddéleni Brno, Hroznova 2, 656 06 Brno
eva.urbankova@ukzuz.cz

1 Souhrn

Pro ovéfeni postupu analyzy hnojiv metodou plamenové atomové absorpéni spektrofotometrie
(FAAS) atomové emisni spektrometrie v indukéné vazaném plazmatu (ICP-OES) byla
pouzita hnojiva s obsahem mikroelementli pod 10 % 1 nad 10%. Vzorky byly rozloZeny

a v mineralizatech byly stanoveny obsahy médi, manganu, zinku, Zeleza, boru a molybdenu.

2 Uvod

V souCasné¢ dobé se analyzy mikroelementi (ME) v hnojivech provadéji podle Natizeni
Evropského Parlamentu a Rady (ES) ¢. 2003/2003, kde jsou popsany v kapitole 9 (obsahy ME
< 10 %) a v kapitole 10 (obsahy ME > 10 %). Jedna se o metody jiz zastaralé (zvlasté v kap.
10) nebo zpracované nejednotnym zptisobem (kap. 9). To je diivodem, pro¢ CEN TC 260,
pracovni skupina 7, usiluje o obnoveni mandatu pro nové zpracovani téchto dvou kapitol
Nafizeni. Vysledkem by mély byt jednoduché a co nejjednotnéj$i postupy, které by
obsahovaly stanoveni ME metodou FAAS a metodou ICP-OES.

Tato prace se zabyva analyzou hnojiv s obsahem mikroelementti nad 10 % i pod 10 %,
a to stanovenim Cu, Mn, Zn, Fe metodou FAAS a ICP-OES. Hnojiva byla rozloZena dle
Metody 10.1 (mikroelementy nad 10 %) a 9.1 (mikroelementy pod 10 %). Mineralizaty byly
po vhodném nafedéni analyzovany metodou FAAS a ICP-OES. U ME s obsahem pod 10 %

byl také sledovan vliv lanthanu na moZné matrix efekty.

Vysledky této prace budou pouzity pro podporu ndvrhu novych metod stanoveni ME

v hnojivech.
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3 Experimentani ¢ast

3.1 Chemikalie

1 Kyselina chlorovodikova, HCI, ¢ = 6 mol/l.

2 Kyselina chlorovodikova, HCI, ¢ = 0,5 mol/I.

3 Destilovana voda.

4 Roztok lanthanu o koncentraci 10 g/I.

5 Certifikované standardni roztoky Cu, Fe, Mn, Zn, Mo, B o koncentraci 1g/l
(Analytika).

3.2 Pristroje a pomicky

1 Spalovaci blok s trubicemi a chladici (MB 442 BH, Mezos, Hradec Kralové).

2 FAAS (Varian SPECTRAA 300, Varian, Mulgrave, Australie).

3 ICP-OES (SPECTRO BLUE, Spectro, Kleve, Némecko).

4 Zatizeni pro ultradistou vodu (MilliQ A10 Advantage, Millipore, Molsheim,
Francie).

5) Plastové lahve.

6 Filtry.

3.3 Priprava vzorku

3.3.1  Priprava vzorku hnojiv s obsahem mikroelementi nad 10 %

Do spalovacich trubic se navazi 1 g hnojiva, ovlh¢i se malym mnozstvim vody (3), zalije se
10 ml kyseliny chlorovodikové (1) a pfida se 50 ml vody (3). Ve spalovacim bloku se uvede
k varu a vaii se 30 min. Po vychladnuti se kvantitativné pfevede do 250ml odmérné barky.
Po vytemperovani se doplni vodou po znacku. Poté se filtruje pies vhodny filtr do plastové

lahve. Stejnym zptisobem se piipravi slepy pokus.

3.3.2  Priprava vzorku hnojiv s obsahem mikroelementi pod 10 %

Do spalovacich trubic se navazi 10 g hnojiva, ovlh¢i se malym mnozstvim vody, zalije
se 100 ml kyseliny chlorovodikové (1) a pfida se 50 ml vody (3). Ve spalovacim bloku

se uvede Kk varu a vaii se 30 min. Po vychladnuti se kvantitativné ptevede do 250ml odmérné



banky. Po vytemperovani se doplni vodou po znacku. Poté se filtruje pres vhodny filtr

do plastové lahve. Stejnym zpusobem se piipravi slepy pokus.

3.4 Méreni

341 Meéfeni ICP-OES

Pfed méfenim byly vzorky fedény tak, aby se vysledné koncentrace analyt pohybovaly
v rozmezi kalibra¢ni pfimky. Mineralizaty byly fedény kyselinou chlorovodikovou (2) tak,

aby vysledna koncentrace HCI byla v rozsahu (0,5 — 2,5) mol/I.

Kalibra¢ni roztoky byly pfipraveny postupnym fedénim zakladnich certifikovanych roztokt
(5) a obsahovaly (0, 1, 2, 10 20, 50) mg/l Zn, Cu, Mn, Fe, B, Mo. Koncentrace HCI

v kalibra¢nich roztocich byla 0,5 mol/l.

Meéfici podminky pro opticky emisni spektrometr jsou uvedeny v tabulce 1. Vybrané vinové

délky zajmovych analytl jsou uvedeny v tabulce 2.

Tabulka 1. Pracovni podminky ICP-OES.

Plasma power 1550 W
Coolant flow 14,50 I/min
Auxiliary flow 1,00 I/min
Nebulizer flow 1,00 I/min
Peristaltic pump 30 rpm

Tabulka 2. Vinové délky ICP-OES.

Prvek B Cu Fe Mn Zn Mo

Vinova délka (nm) | 249,773 | 324,754 | 259,941 | 259,373 | 213,856 | 202,095

3.4.2 Meéreni FAAS

Pfed méfenim byly vzorky fedény kyselinou chlorovodikovou (2) tak, aby se vysledna
koncentrace analytii pohybovaly v rozmezi kalibracni pfimky. Pro korekci pfipadnych matrix
efektd byl jako vytésiovaci Cinidlo ptidan lanthan (4) tak, aby jeho vysledna koncentrace

vroztoku byla 1 g/l. Kalibra¢ni roztoky byly pfipraveny postupnym fedénim zakladnich
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certifikovanych roztoku (5) a obsahovaly (0, 0.5, 1.0, 2.0, 5.0, 10) mg/l Cu, Mn, Zn a Fe.
Do kazdého bodu kalibra¢ni pfimky byl pfidan lanthan (4) tak, aby jeho vysledna koncentrace
byla 1 g/l. Vysledna koncentrace HCI byla 0,5 mol/l. M¢fici podminky pro FAAS a vinové
délky métenych prvkl jsou uvedeny v tabulce 3. Obdobnym zplsobem byl v ptipadé ME

S obsahem pod 10 % testovan vliv pfitomnosti La na jednotlivé prvky. Testovan byl ptidavek

0,05,1a2gLall.

Tabulka 3. Pracovni podminky FAAS.

Prvek Vln(?r]]i;)lélka Pro(ur: A':;KL Plamen Stérbina (nm)
Fe 248,3 nm 5 acetylen-vzduch 0,2
Cu 324,8 nm 4 acetylen-vzduch 0,5
Zn 213,9 nm 5 acetylen-vzduch 1,0
Mn 279,5 nm 5 acetylen-vzduch 0,2

4 Vysledky a diskuse

4.1 Hnojiva s obsahem ME nad 10 %

Bylo analyzovano 9 vzorkii ve dvou paralelnich méfenich metodou ICP-OES (kazdy
mineralizdt méten 4 x) a 8 vzorkd metodou FAAS (kazdy mineralizat méfen 1 x). Ziskané

pramérné hodnoty pro jednotlivé metody jsou uvedeny v tabulce €. 4.
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Tabulka 4. Vysledky analyz vzorka hnojiv s obsahem ME nad 10 %, stonasobné iedéni
FAAS, stonasobné redéni ICP-OES.

FAAS FAAS ICP-OES ICP-OES Deklarace
Vzorek
(mg/1) (%) (mg/1) (%) (%)
Ferrous Fe Fe Fe Fe Fe
Sulphate 7.85 196 7,08 20,0 21,0
Iron Chelate Fe Fe Fe Fe Fe
FeEDTA 5,36 134 5,41 135 13,0
Zn zZn Zn Zn Zn
Zinc Oxide
29,7 74,3 32,8 81,9 80,0
Zinc Chelate Zn Zn Zn Zn Zn
ZNEDTA 5,68 14,2 6,12 15,3 15,0
Boron B B B B B
Ethanolamine 416 104 109
Copper Oxide Cu Cu Cu Cu Cu
8,67 86,7 8,21 82,1 86,0
Copper Cu Cu Cu Cu Cu
Chelate
CUEDTA 5,74 14,4 5,90 14,8 15,0
Manganese Mn Mn Mn Mn Mn
Sulphate
12,7 31,8 13,0 32,6 32,0
Manganese Mn Mn Mn Mn Mn
Cheltae
MNnEDTA 4,93 12,3 4,87 12,2 13,0

U vzorku ,,Copper oxide* za stavajicich podminek nedoSlo zcela k rozpusténi a vysledky
analyz ukézaly polovi¢ni obsah deklarované hodnoty. Proto byl vzorek mineralizovan znovu
za stejnych podminek, ale s polovicni navazkou (0,5 g). Poté byl opét zméfen a u obou méteni

(FAAS a ICP-OES) vysledek odpovidal dané deklaraci.

U 8 vzorkil bylo provedeno srovnani obou metod s vyuzitim t-testu, viz tabulka 5, které

potvrdilo shodné vysledky u obou metod u vybraného souboru vzorki.
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Tabulka 5. Statistické srovnani (t-test, MS EXCEL) pro stanoveni ME nad 10 %.

FAAS O FAAS ICP-OES O |CP-OES

Vzorek t icriticke
(%) (%) (%) (%)
Ferrous Sulphate 19,6 0,54 20,0 0,40 0,701 4,303
Iron Chelate FEEDTA 13,4 0,37 13,5 0,27 2,165 4,303
Zinc Oxide 74,3 2,03 81,9 1,64 4,152 4,303
Zinc Chelate ZnEDTA 14,2 0,39 15,3 0,31 1,092 4,303
Copper Oxide 86,7 2,36 82,1 1,64 0,350 4,303
Copper Chelate CUEDTA 14,4 0,39 14,8 0,30 1,146 4,303
Manganese Sulphate 31,8 0,87 32,6 0,65 3,200 4,303
Manganese Chelate 12,3 0,34 12,2 0,24 0,507 4,303
MnEDTA

* 1 < tisiekss Vysledky jsou shodné

** 1> fuieke> Vysledky nejsou shodné

4.2  Hnojiva s obsahem mikroprvki pod 10 %

Pro zjisténi pripadnych spektralnich interferenci pfi stanoveni Cu, Fe, Mn a Zn v hnojivech
byl sledovéan vliv rizné koncentrace La na jejich stanoveni. La se pouziva jako vytésiiovaci
¢inidlo, aby nedochazelo ke tvorbé termalné stabilnich slouCenin mikroprvki s fosfaty.
V tabulkéach 6, 7, 8 a 9 jsou uvedeny vysledky stanoveni pro jednotlivé koncentrac¢ni hladiny

La.
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Tabulka 6. Vliv La na stanoveni Cu metodou FAAS.

La 0 g/l "a/?'5 Lalg/l La2 g/l
g F | Fuiioe
Vzorek Cu Cu Cu Cu
mg/I % mg/l % mg/I % mg/l %
A‘S’(le;K 1,980 | 0010 | 2080 | 0010 | 1,920 | 0,010 | 1,930 | 0,010
1,000 | 5,987
A‘S’(le;K 2030 | 0010 | 2100 | 0011 | 2020 | 0010 | 1,930 | 0,010
NPK 8-
1311 | 1,440 | 0007 | 1,470 | 0007 | 1,480 | 0007 | 1,440 | 0,007
Cererit
3,000 | 5,987
NPK 8-
1311 | 1470 | 0007 | 1,510 | 0008 | 1,510 | 0,008 | 1,460 | 0,007
Cererit
NPK 8-
'aqs | 1640 | 0008 | 1,680 | 0,008 | 1650 | 0008 | 1630 | 0008
1,000 | 5,987
le’flf' 1620 | 0008 | 1,710 | 0,009 | 1,660 | 0008 | 1,620 | 0,008
Tabulka 7. VIiv La na stanoveni Zn metodou FAAS.
LaO La 0.5 Lal La?2
g/l g/l g/l g/l F Fricke
Vzorek Zn Zn Zn Zn
mg/I % mg/I % mg/l % mg/l %
A;’(ﬁlz’( 3640 | 0018 | 3760 | 0019 | 3710 | 0019 | 3,730 | 0,019
0,356 | 5,987
A;’(ﬁlz’( 3740 | 0019 | 3760 | 0019 | 3860 | 0019 | 3,760 | 0,019
NP1520 | 9870 | 0,247 | 1032 | 0258 | 1032 | 0258 | 10,36 | 0258
6,787 | 5,987
NP 1520 | 1037 | 0259 | 1059 | 0265 | 1009 | 0265 | 1061 | 0,265
NPK 8-
1311 | 2740 | 0014 | 2770 | 0014 | 2780 | 0014 | 2780 | 0014
Cererit
0 5,087
NPK 8-
1311 | 2,740 | 0,014 | 2,820 | 0,014 | 2,850 | 0014 | 2,830 | 0,014
Cererit
NPK 8-
N 660 | 0031 | 6170 | 0031 | 6250 | 0031 | 5840 | 0,031
7.042 | 5,087
leKlf 6,110 | 0031 | 6440 | 0032 | 6,240 | 0032 | 6,160 | 0,032
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Tabulka 8. Vliv La na stanoveni Fe metodou FAAS.

LaO La 0.5 Lal La?2
g/l g/l g/l g/l = Friioe
Vzorek Fe Fe Fe Fe
mg/I % mg/I % mg/I % mg/l %
A;’&ZK 127 | 0318 | 125 | 0313 | 123 | 0308 | 127 | 0318
0,143 | 5,987
A;’&ZK 125 | 0313 | 129 | 0323 | 125 | 0313 | 1,20 | 0,300
Tabulka 9. Vliv La na stanoveni Mn metodou FAAS.
LaO La 0.5 Lal La?2
g/l g/l g/l g/l E Froiions
Vzorek Mn Mn Mn Mn
mg/I % mg/I % mg/l % mg/l %
A\S’(ﬁlzK 6230 | 0031 | 6330 | 0032 | 6,240 | 0032 | 5960 | 0,030
0,158 | 5,987
A\S’(ﬁlzK 6350 | 0032 | 6,290 | 0031 | 6,160 | 0031 | 6,050 | 0,030

Vysledky byly statisticky zpracovany analyzou rozptylu (ANOVA, MS EXCEL) a bylo

zjisténo, ze vliv La je statisticky nevyznamny (F < Fygiticke) @ tudiz nebyl prokdzan vliv matrice

na stanoveni sledovanych mikroprvki. U vzorku NPK 8-13-11 a NP 15-20 pfi stanoveni Zn

byly hodnoty F vyssi nez hodnota kritickéd a to z dlivodu, Ze data nemaji normalni rozloZeni.

Pfi posuzovani vysledkii v ramci nejistoty stanoveni (5,57 %), ktera byla vypocitana

Z paralelnich stanoveni, se vysledky shoduji. Vzhledem k tomu, ze nebyl pozorovan zasadni

vliv matrice na stanoveni Cu, Fe, Zn a Mn, bylo provedeno srovnani vysledkti metod FAAS

a ICP-OES pro koncentra¢ni troven La 1g/l, jak je uvedeno v ptipravované normé& CEN (3).

Byly analyzovany 4 vzorky ve dvou paralelnich metodou ICP-OES (kazdy mineralizat méten

4 x) a metodou FAAS (kazdy mineralizdt méfen 1 x). Vysledky (primérné hodnoty ze dvou

paralelnich stanoveni) jsou uvedeny v tabulce 10.
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Tabulka 10. Vysledky analyz vzorka hnojiv s obsahem ME pod 10 %.

Vzorek FAAS FAAS ICP-OES ICP-OES Deklarace FAAS ICP-OES
Fedéni Fedéni
mg.I™ % mg.I* % %
A;/ao_\lzK Fe Fe Fe Fe Fe 100 x 10 x
1,24 0,311 12,4 0,310 0,3
AVA PK Cu Cu Cu Cu Cu 2 x 2 %
50-18
1,97 0,010 2,27 0,012 0,010
ng:relr?t Cu Cu Cu Cu Cu 2 % 2 x
1,50 0,008 1,43 0,007 0,004
NPKlf-13- Cu Cu Cu Cu Cu 2 % 2 x
1,66 0,008 1,66 0,008 0,008
AVAPK Zn Zn Zn Zn Zn 2 x 2 x
50-18
3,79 0,019 3,91 0,020 0,018
NPK 8-11_’:- Zn Zn Zn Zn Zn 2 % 2 %
11 Cererit
2,82 0,014 2,79 0,014 0,08
NPKl f-13- Zn Zn Zn Zn Zn 2 % 2 %
6,25 0,032 5,82 0,029 0,030
NP 15-20 Zn Zn Zn Zn Zn 10 x 10 x
10,2 0,262 10,6 0,265 0,250
AVAPK B B B B B - 10 x
50-18
21,5 0,538 0,5
NPK 8-13- B B B B B ) 2 %
1L Cerert 9,78 0,049 0,03
NPKl f-13- B B B B B ) 2 x
11,5 0,058 0,056
AVA PK Mo Mo Mo Mo Mo 2 x 2 x
50-18
6,04 0,031 0,032
nge?elr?t Mo Mo Mo Mo Mo 2 % 2 %
0,860 0,004 0,005
NPKlf-ls- Mo Mo Mo Mo Mo 2 % 2 %
0,165 0,001 0,001
A;/aAlzK Mn Mn Mn Mn Mn 2 % 2 %
6,20 0,032 7,25 0,037 0,025

16




Za ulelem srovnani obou metod byl opét vyuzit parovy t-test, jehoz vysledky jsou

prezentovany v tabulce 11.

Tabulka 11. Statistické srovnani (t-test, MS EXCEL) pro stanoveni mikroprvki
pod 10 %.

Vzorek FAAS G FAAS ICP-OES G |CP-OES t tkriticke’
% % % %

Fe (AVA PK 50-18) 0,311 0,017 0,310 0,016 0,060 4,303

Cu (AVA PK 50-18) 0,010 0,001 0,012 0,0006 1,700 4,303

Cu (NPK 8-13-11 0,008 0,000 0,007 0,0004 1,020 4,303
Cererit)

Cu (NPK 8-13-11) 0,008 0,000 0,008 0,0004 0,358 4,303

Zn (AVA PK 50-18) 0,019 0,001 0,020 0,001 0,436 4,303

Zn (NPK 8-13-11 0,014 0,001 0,014 0,0007 0,267 4,303
Cererit)

Zn (NPK 8-13-11) 0,032 0,002 0,029 0,002 1,633 4,303

Zn (NP 15-20) 0,262 0,014 0,265 0,014 0,248 4,303

Mn (AVA PK 50-18) 0,032 0,002 0,037 0,002 2,427 4,303

* t<tyriticke, Vysledky jsou shodné

** >tyiieke, Vysledky nejsou shodné

Statistickym zpracovanim vysledkt analyz vzorkli hnojiv pod 10% se potvrdila shoda mezi

obéma metodami na vybraném souboru vzorkd.

5 Z.avér

Cilem této prace bylo ovéfit, zda metoda ICP-OES a upravend metoda FAAS pro stanoveni
ME v hnojivech poskytuje jednak akceptovatelné vysledky stanoveni a jednak jestli jsou
metody z hlediska vysledkti shodné. Analyzou 8 vzorki hnojiv nad 10% a 4 vzork hnojiv
pod 10% bylo prokdzano, ze obé metody poskytuji u vybranych vzorkd hnojiv shodné
vysledky. U vzork hnojiv s obsahem mikroprvkit pod 10% byl sledovan ptipadny vliv
matrice pfi analyze metodou FAAS, ktery ovSem nebyl u vybranych vzorkd prokéazan.
Pro tento Ucel byly analyzovany mineralizaty s pfidavkem rtznych koncentraci lanthanu.
Presto pro ptipadnou korekci matri¢nich efektli byla doporufena koncentrace La 1 g/l.

Pro potlaceni moznych matrix efektl pii analyze metodou ICP-OES je vhodné pouzit vyssi
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vykon plazmatu (1500 W a vyssi). Oba typy hnojiv je mozno analyzovat s vyuzitim jedné
sady kalibra¢nich standardii (jak u metody FAAS, tak u metody ICP-OES), po pfislusném

natfedéni tak, aby se sledované obsahy pohybovaly v rozsahu kalibra¢nich standarda.
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Izolace a stanoveni poctu bakterii rodu Enterococcus

(Enterococcus faecium) podle CSN EN 15788

MVDr. Kateiina Staiikova

Katetina Ustiedni kontrolni a zkusebni ustav zemédélsky, NRL-OMB Brno, Hroznova 2,
656 06 Brno

1 Uvod

Probiotika jsou zivé kultury mikroorganismd, které jsou pfidavany do potravin a krmiv.

Mezi nejcastéji ptidavané mikroorganismy patii bakterie rodu Lactobacillus, Bifidobacterium,
Enterococcus a Bacillus. Mechanismus ucinku probiotik neni piesné znam. Pfedpoklada se,
ze zminéné mikroorganismy jednak pfimo, jednak prostfednictvim své metabolické aktivity,
zlepSuji mikrobialni osidleni travicitho traktu (znemoziuji kolonizaci traviciho traktu
patogennimi mikroorganismy), zvySuji U¢innost enzymu ve stievé a stimuluji imunitni
systém. U prasat a driibeze je znam 1 jejich vliv na zvySeni uZitkovosti.

Enterococcus faecium je komenzélni mikroorganismus bézné se vyskytujici v travicim traktu
Cloveéka a véEtSiny zvifat. Jedna se o gram pozitivni, fakultativné anaerobni bakterii tvotici

kolonie na agaru se Zluci, eskulinem a azidem sodnym.

2 Cil

Na oddéleni mikrobiologie a biochemie UKZUZ se pro stanoveni bakterii rodu Enterococcus
v ramci cilené kontroly pfitomnosti dopliikovych latek v krmivech dosud pouzivala metoda
Stanoveni obsahu bakterii rodu Enterococcus — obecny postup (postup ¢. 10110.1).
Cilem prace bylo zavést metodu dle CSN EN 15788 Krmiva — Izolace a stanoveni poétu
bakterii rodu Enterococcus. Tato metoda byla vyvinuta pro stanoveni poctu bakterii rodu

Enterococcus v dopiikovych latkach, premixech a krmivech.
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3

Princip

Zakladem této metody je homogenizace vzorku, piiprava vychozi suspenze, fedici fady

a inokulace roztérem na povrch ploten (Petriho misky) se selektivnim médiem. Plotny

se inkubuji v aerobnich podminkach po dobu (24 + 2) h pfi teploté¢ (37 = 1) °C. Narostlé

kolonie se spocitaji a vyjadii se jako kolonie tvofici jednotky (CFU) v g nebo kg krmiva.

4

4.1

411
41.2
4.1.3
414
415
4.1.6
4.1.7
4.1.8
4.1.9
4.1.10

4111

41.12
4.1.13

Pracovni postup

Pristroje a pomiicky

Analytické vahy.

Viéhy s ptesnosti 0,01 g.

pH metr.

Magnetické michadlo.

Ptistroj ke sterilizaci teplem - autoklav nebo tlakovy hrnec.

Susarna.

Termostat s teplotou udrzovanou na (37 = 1) °C.

Vodni lazen.

Vortex.

Sterilni laboratorni sklo — lahve suzavérem 0,5 1, Erlenmeyerovy banky 250 ml,
odmérné banky, kadinky, zkumavky, Petriho misky.

Automatické pipety s nastavitelnymi objemy (100 — 1000) pl a sterilni Spicky
bez filtru.

Jednorazové plastové nebo sterilni sklenéné hokejky.

Latexové rukavice bezpudrové, obalovy material na odpad, odpadni naddoby.

Sterilizace a dekontaminace se provadi dle charakteru materialu bud tepelné v susarné

1 h pfi (115 — 120) °C, v autoklavu 15 min pii (121 £ 1) °C nebo chemicky, napt. 70%

etanolem, ptipravkem Savo, apod.
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4.2 Chemikalie
Pouzivaji se chemikalie Cistoty p. a.

4.2.1  Zakladni Fedici roztok pro pripravu vychozi suspenze

Chlorid sodny NaCl 8¢
Chlorid draselny KCl 0,29
Hydrogenfosfore¢nan sodny Na,HPO,4 1,159
Dihydrogenfosfore¢nan draselny KH,PO4 0,29

(re)destilovana voda

Ptiprava: Uvedené chemikalie se rozpusti v (re)destilované vodé. pH se upravi na hodnotu
(7,3 £ 0,2) a doplni vodmérmné banice do objemu 1000 ml. Takto pfipraveny roztok
se sterilizuje 15 min v autoklavu pfi (121 £ 1) °C nebo 30 min v tlakovém hrnci.
Pted pouzitim se roztok vytemperuje na laboratorni teplotu.

4.2.2  Redici roztok pro piipravu série Fedéni

Peptonova voda

Bakteriologicky pepton 1g

Chlorid sodny NaCl 8,50

(re)destilovana voda

Piiprava: Uvedené chemikalie se rozpusti v (re)destilované vodé. pH se upravi na hodnotu
(7,0 £ 0,2) a doplni vodmémé bance do objemu 1000 ml. Takto piipraveny roztok
se sterilizuje 15 min v autoklavu pifi (121 £ 1) °C nebo 30 min v tlakovém hrnci.
Pted pouzitim se roztok vytemperuje na laboratorni teplotu.

4.2.3 Kultiva¢ni pida

Puda se zluéi, eskulinem a azidem

Casein peptone 179
Meat peptone typP 30
Kvasni¢ni extrakt 50
Z1u¢ (degydratovana) 109
Chlorid sodny 50
Aesculin 1g
Citronan Zelezito-amonny 0,59
Azid sodny 0,259
Agar 1359
(re)destilovana voda
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Priprava: Uvedené chemikalie se rozpusti v (re)destliované vodé. pH se upravi na hodnotu
(7,1 £ 0,2) a doplni do objemu 1000 ml. Takto pfipraveny roztok se sterilizuje 15 min
v autoklavu pii (121 + 1) °C nebo 30 min v tlakovém hrnci. Zchladi se ve vodni lazni
na teplotu (48 = 1) °C a po 20 ml se naléva do Petriho misek. Agar v miskach se necha
ztuhnout v termostatu 12 h nebo pies noc pii (37 £ 1) °C. Misky s kultivaéni pidou se mohou

skladovat 2 tydny pii 4 °C. Pfed pouzitim se vytemperuji na laboratorni teplotu.

424  Ostatni potiebné chemikalie

Hydroxid sodny ¢ (NaOH), roztok, c(NaOH) = 1 mol/I.

Ptiprava: 10 g NaOH se rozpusti v (re)destilované vod¢ a doplni se na vysledny objem 250 ml
Vv odmérné barice.

Kyselina iminodioctova (IDA).

(re)destilovana voda.

Denaturovany 70% etanol.

5 Material

Pro zavedeni nové metody bylo pouzito pét vzorkit dodanych do laboratofe k analyze.

1. Vzorek ¢. 1112/2011 — kompletni krmna smés pro odchov telat s deklarovanym mnozstvim
bakterii Enterococcus faecium 1,06 x 10° CFU v 1 kg krmiva.

2. Vzorek ¢. 1113/2011 — kompletni krmna smés pro telata s deklarovanym mnozstvim
bakterii Enterococcus faecium (0,8 — 6,6) x 109 CFU v 1 kg krmiva.

3. Vzorek ¢. 787/2012 — premix pro prasata, s deklarovanym mnozstvim médi 7500 mg/kg
(skute¢né mnoZstvi zjisténé analyzou laboratoii RO 8133 mg/kg), s deklarovanym mnoZstvim
zinku 45000 mg/kg (skute¢né mnozstvi zjisténé analyzou RO 43700 mg/kg) a s deklarovanym
mnozstvim bakterii Enterococcus faecium 150 x 109 CFU v 1 kg krmiva.

4. Vzorek s laboratornim ¢islem 1583/2012 — premix pro prasata, s deklarovanym mnozstvim
meédi 5000 mg/kg (skute€né mnozstvi zjiSténé analyzou laboratoii RO 5450 mg/kg),
s deklarovanym mnoZzstvim zinku 35000 mg/kg (skute¢né mnozstvi zjisténé analyzou RO
33290 mg/kg) a s deklarovanym mnozstvim bakterii Enterococcus faeccium 167 x 109 CFU
CFU v 1 kg krmiva.
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5. Vzorek s laboratornim ¢islem 1584/2012 — mineralni krmivo pro prasata, s deklarovanym
mnozstvim médi 4500 mg/kg (skute¢né mnozstvi zjisténé analyzou laboratoifi RO 4330
mg/kg), neobsahujici zinek a s deklarovanym mnozstvim bakterii Enterococcus faecium 16,7

x 10° CFU CFU v 1 kg krmiva.

6 Pracovni postup

Uvari se a vysterilizuje se agar se zluci, eskulinem a azidem.

Vzorky se pfipravuji ve tfech paralelnich navézkach. Navazi se (20 = 0,1) g testované¢ho
vzorku a pfida se (180 + 0,1) ml fediciho roztoku pro ptipravu vychozi suspenze (4.2.1).
Doporucuje se zkontrolovat pH vychozi suspenze a upravit je na hodnotu (7,3 — 8,1).
K vzorkim obsahujicich méd’ (nad 200 mg/kg krmiva) piipadné zinek (neni uvedeno
mnozstvi) se pfida kyselina iminodioctovd (chelata¢ni ¢inidlo). Takto piipravené vzorky
se 3 min intenzivné michaji na michadle. Poté se nechaji 30 min stat. Nakonec se opét
intenzivné michaji 2 min na michadle. Timto postupem se ziska zakladni fedéni 107™.

Podle deklarovaného obsahu bakterii Enterococcus faecim ve vzorku se pfipravi fedici
fada — série zkumavek s 9 ml peptonové vody (4.2.2), dale pepton. 1 ml vychozi suspenze
10" se prenese do zkumavky s peptonem. Vzniklé fedéni je 102 Tato smés se fadné
promicha na vortexu a pienese se do dal§i zkumavky obsahujici pepton. Postup se opakuje,
dokud se neziskaji dvé po sob¢ jdouci fedéni vhodna pro inokulaci a inkubaci.

Z kazdé vybrané zkumavky se odebere 0,1 ml vzorku a pfenese se na Petriho misku s agarem.
Inokulum se rozetie sterilni hokejkou rovnomérné a co nejrychleji po povrchu pidy.
Naockované misky se pfevrati dnem vzhtiru a vlozi se do termostatu. Misky se inkubuji (24 +
2) hpti (37 £ 1) °C. Poté se narostlé kolonie spocitaji.

V ptipad¢, ze v jednom nebo v obou po sobé jdoucich fedénich nenarostou zadné kolonie

bakterii rodu Enterococcus nebo naroste kolonii vice neZ 250, zopakuje se analyza vzorku

wev

Pocitani kolonii

Pro vypocet se pouziji misky s nejvice 250 koloniemi ve dvou po sob¢ jdoucich fedénich.
Kolonie narostlé na miskach jsou bile zbarvené, nepriisvitné, s lesklym povrchem, okrouhlého
tvaru, celokrajné, konvexni nebo kuzelovitého profilu. Jejich velikost je v rozmezi (1 — 2)

mm. V okoli kolonii je kultiva¢ni piida zbarvend tmavohnéde v dusledku hydrolyzy eskulinu

(Obr. 1).
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Obr. 1. Petriho miska s bakteriemi Enterococcus faecium.

Celkovy pocet mikroorganismui [V na g vzorku se vypocte podle vztahu

yc
N =
Ving + 0,1n2)d

ZC  souget viech kolonii spocitanych na vybranych plotnach,
v objem inokula aplikovaného na misku v ml,

1 pocet ploten pouzitych pro vypocet z prvniho fedéni,
M2 pocet ploten pouzitych pro vypocet z druhého fedéni,
d faktor prvniho pro vypocet pouzitého fedénti,

Vysledek se vyjadii jako celkovy pocet mikroorganismi na g nebo kg vzorku jako ¢islo

nasobené 10°.
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6.1  Vysledky a diskuse

Vzorky kompletnich krmnych smési bez obsahu médi

Provedly se dvé na sobé nezavislé analyzy dvou vzorki kompletni mlééné krmné smési
pro odchov telat vzdy ve tfech paralelnich navdzkach. Podle ptedpokladaného mnozstvi
obsahu bakterii Enterococcus faecium se pro inokulaci a inkubaci zvolila fedéni 10° a 10 u
vzorku &. 1112/2011 a 10™ a 10° u vzorku & 1113/2011. Po 24h inkubaci ploten pii (37 +
1) °C se spocitaly narostlé kolonie na miskach (Obr. 1). Pocty narostlych kolonii a z nich
vypocitané celkové pocty mikroorganismti N na kilogram vzorku jsou uvedeny v tabulkach
(Tabulka 1 a Tabulka2.).

Tabulka 1. Vysledky dvou na sobé nezavislych analyz vzorku 1112/2011 (37 °C, 24 h).

pocet Kolonii pocet kolonii N
fedéni 10° fedéni 107 (CFU v 1 kg)
156 11 1,52 x 10°
1 101 11 1,02 x 10°
115 10 1,14x 10°
104 20 1,13 x 10°
2 100 14 1,04 x 10°
110 16 1,15 x 10°

Tabulka 2. Vysledky dvou na sobé nezavislych analyz vzorku1113/2011 (37 °C, 24 h).

pocet kolonii pocet kolonii N
fedéni 107 fedéni 10° (CFU v 1 kg)
33 7 3,64 x 10°
1 41 8 4,46 x 10°
31 4 3,18x 10°
32 2 3,09 x 10°
2 28 4 3,09 x 10°
30 6 3,27 x 10°

Z vysledkli uvedenych v tabulce vyplyva, ze ackoli probéhly dvé na sobé nezavislé analyzy,
pocet kolonii narostlych na miskach v obou dvou fedénich a celkovy pocet mikroorganismii N

Z nich urceny jsou pfiblizné shodné. Vysledky vzorkti ¢. 1112/11 a 1113/11 odpovidaji
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deklarované hodnotg.
Pro mikrobiologické analyzy je dtlezité, aby se paralelni stanoveni shodovala Vv fadu.

Vsechny analyzy vzorkd 1112/2011 a 1113/2011 ukazaly, Ze tento pozadavek byl splnén.

Vzorky premixi a mineralniho krmiva s obsahem médi piipadné zinku

Byly otestovany celkem tfi vzorky s obsahem médi a provedeno n€kolik experimentti:

- Testovani ptidaného mnozstvi kyseliny iminodioctové ke vzorku, a to (100, 200, 250, 300
a 350) mg na navazku vzorku.

- Ztedéni vzorkl pSeni¢nou moukou: 2%, 3%, 4x, 5%, 10x, 20x.

- Upusténi od doporuéeni normy CSN EN 15788, a to od tpravy pH zékladniho fedéni vzorku

na ph (7,3 — 8,1), kdy bylo tieba ptidat velké mnozstvi NaOH a tim se zménilo pocatecni

fedéni z 10" na fedéni neurgité.

- Snizeni navazky vzorku a zména mnozstvi zdkladniho fediciho roztoku pro ptipravu vychozi

suspenze, ato z 20 g + 180 ml (jak uvadi norma CSN EN 15788) na 1g + 100 ml (dle postupu

10110.1).

- Zmeéna inokulace vzorku: misto roztéru 0,1 ml inokula na zlu¢-eskulinovou ptidu na zaliti 1

ml inokula touto pidou, a to z divodu, ze Enterococcus faecium je fakultativné anaerobni

bakterie a 1épe roste pti mirném nedostatku kysliku.

Vzorek 787/2012

U tohoto vzorku bylo provedeno 6 experimentu:

1. Piidavek kyseliny iminodioctové v mnozstvi (100; 200; 500) mg do 180 ml zakladniho
fediciho roztoku, navazka 20 g, uprava pH, inokulace na zlu¢-eskulinové pid¢ roztérem,
kultivace 24 h pti 37 °C.

Po 24h kultivaci byl narist kolonii E. faccium nulovy. Vysledky viz Tabulka 3.
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Tabulka 3. Vysledky 1. experimentu u vzorku ¢. 787/2012.

IDA Redéni Redéni Redéni CFU/kg
(mg) 102 10 10 x 10°

0 0 0 -
100 0 0 0 -

0 0 0 -

0 0 0 -
200 0 0 0 -

0 0 0 -

0 0 0 -
500 0 0 0 -

0 0 0 -

2. Redéni vzorku moukou, navazka 20 g, piidani 100 mg kyseliny iminodioctové
do zakladniho fediciho roztoku (180 ml), Giprava pH, inokulace na Zlu¢-eskulinové padé
roztérem, kultivace 24 h pii 37 °C.

Po 24h kultivaci byl nartst kolonii E. faecium nulovy. Vysledky viz Tabulka 4.

Tabulka 4. VysledKky 2. experimentu u vzorku ¢. 787/2012.

Redéni premixu IDA Redéni Redéni Redéni CFU/kg
(mg) 1072 107 10 x 10°

100 0 0 0 -

2% 100

100

100

3% 100

100

100

4 x 100

100

100

10 x 100

ol O O O Ol o o ol ol ol o

| O O O O O o o ol ol o

o O O O Ol O o ol ol ol o
1

100
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3. Redéni vzorku moukou, navazka 20 g, piidani 100 mg kyseliny iminodioctové

do zakladniho fediciho roztoku (180 ml), bez upravy pH, inokulace na Zlu¢-eskulinové
pudé roztérem, kultivace 24 h pti 37 °C.
Po 24h kultivaci doslo k nizkému nartistu kolonii bakterie E. faecium u dvacetindsobného
ziedéni vzorku hladkou moukou a ptiddnim 100 mg kyseliny iminodioctové. Pocet CFU
nebyl z diivodu nizkého poctu bakterii stanoven. Vysledky viz Tabulka 5.

Tabulka 5 Vysledky 3. experimentu u vzorku ¢. 787/2012.

Redéni premixu IDA Redéni Redéni Redéni CFU/kg
(mg) 1072 10°® 10 x 10°

100 0 0 0 -

5% 100

100

100

10 x 100

100

100

20 x 100

ol O | O O O o] ©

Ol o oo O] O] O o] o

ol O N O O o ol o
1

100

4. Snizeni navazky na 1 g, ptidani kyseliny iminodioctové v mnozstvi (50; 100; 150; 200)
mg ptimo ke vzorku, zaliti 100 ml zakladniho fediciho roztoku, bez upravy pH, inokulace
na Zluc¢-eskulinové pidé roztérem, kultivace 24 h pti 37 °C.

Po 24h kultivaci doSlo k mirnému naristu kolonii bakterie E. faecium u vzorku, do
kterych bylo pfidano 150 mg a 200 mg kyseliny iminodioctové. Pocet CFU nebyl

stanoven, protoze narostl velmi nizky pocet kolonii. Vysledky viz Tabulka 6.
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Tabulka 6. Vysledky 4. experimentu u vzorku ¢. 787/2012.

IDA Redéni Redéni Redéni CFU/kg
(mg) 102 10 10 x 10°
0 0 0 -
50 0 0 0 -
0 0 0 -
0 0 0 -
100 0 0 0 -
0 0 0 -
1 3 1 -
150 0 1 0 -
0 0 0 -
1 17 1 -
200 2 8 0 -
0 0 0 -

5. Navazka vzorku 1 g, pfidani kyseliny iminodioctové v mnozstvi (100; 150; 200; 250; 300)
mg ptimo ke vzorku, zaliti 100 ml zakladniho fediciho roztoku, bez tipravy pH, inokulace
na zlu¢-eskulinové pidé zalitim, kultivace 24 h pii 37 °C.

Po 24h kultivaci doslo k nartstu kolonii bakterie E. faecium. Pfi tomto zptisobu kultivace
se jevil jako dostateCny piidavek 250 mg kyseliny iminodioctové. Pocet CFU nebyl
stanoven, protoze po sobé jdouci fedéni se shoduji, misto toho, aby se od sebe 10 x lisily.

Vysledky viz Tabulka 7.
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Tabulka 7. Vysledky 5. experimentu u vzorku ¢. 787/2012.

IDA Redéni Redéni CFU/kg
(mg) 10 10 x 10°

0 0 -
100 0 0 -
1 0 -
23 26 -
150 34 25 -
36 22 -
166 311 -
200 200 315 -
172 > 300 -
> 300 240 )
250 > 300 243 -
> 300 241 -
> 300 > 300 -
300 > 300 > 300 -
> 300 > 300 -

6. Navazka vzorku 1 g, ptidani kyseliny iminodioctové v mnozstvi (100; 150; 200; 250; 300)
mg piimo ke vzorku, zaliti 100 ml zakladniho fediciho roztoku, bez tpravy pH, inokulace
na zlu¢-eskulinové piidé€ roztérem, kultivace 24 h pii 37 °C.

Po 24h kultivaci doslo k nartstu kolonii bakterie E. faeccium u vSech vzorkd. Jako

nejvhodnéjsi se jevi pridani 300 mg kyseliny iminodioctové. Vysledky viz tabulka 8.
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Tabulka 8. Vysledky 6. experimentu u vzorku ¢. 787/2012.

IDA Redéni Redéni Redéni CFUlkg
(mg) 10 10* 10° x 10°
75 - - -
250 82 - - -
90 - - -
> 300 110 6 1,05
300 > 300 301 34 3,05
> 300 368 54 4,02
> 300 46 4 0,5
350 > 300 123 8 1,2
> 300 160 10 15

Celkovy pocet N kolonii tvoticich jednotek (CFU) na kilogram krmiva tohoto vzorku vysel
mnohonasobné nizsi, nez byla jeho deklarovand hodnota, kterd ale nemusi odpovidat
skute¢nosti. Protoze byl tento vzorek starSiho data a k dizpozici byly dva novéjsi vzorky
obsahujici méd’, rozhodla se je laboratof otestovat.

Vybraly se postupy, které davaly u vzorku 787/2012 uspokojujici vysledky: navazka 1 g,
pfidani 100 ml zakladniho fediciho roztoku, pfidani (200; 250; 300) mg kyseliny

iminodioctové, bez tpravy pH, zaliti inokula ptidou a kultivace 24 h pii 37 °C.

Vzorek 1583/2012

U vzorku 1583/2012 byly provedeny dva experimenty:

1. Navazka 1 g, 100 ml zakladniho fediciho roztoku, (200; 250; 300) mg kyseliny
iminodioctové (IDA), bez Gpravy pH, zalitim inokula Zlu¢-eskulinovou ptdou, kultivace
24 h pti 37 °C.
Po 24h kultivaci do$lo k narustu kolonii bakterie E. faecium u vSech vzorkd, ale
s vysledkem né¢kolikandsobné niz§im, neZ byla deklarovand hodnota. Vysledky viz

Tabulka 9.

31



Tabulka 9. Vysledky 1. experimentu u vzorku ¢. 1583/2012.

IDA Redéni | Redéni | Redéni | Redéni | Redéni | Redéni | CFU/kg
(mg) 101 102 103 10 10° 10°® x 10°
200 >300 | >300 189 78 26 1 9,45
>300 | >300 196 62 28 0 8,2
>300 | >300 182 80 33 4 10,3
250 >300 | >300 197 46 6 0 4,7
>300 | >300 206 41 2 0 3,9
>300 | >300 230 29 1 1 2,7
300 >300 | >300 289 39 10 1 45
>300 | >300 301 54 2 2 5,1
>300 | >300 305 31 2 3 3,0

2. Redéni vzorku moukou 20 x, navazka 20 g zfedéného vzorku (jak to odpovidi normé
CSN EN 15788), 180 ml zakladniho fediciho roztoku, pfidani (200; 250; 300) mg
kyseliny iminodioctové, bez upravy pH, inokulace zalitim, kultivace 24 h pti 37 °C.
Po 24h kultivaci pti 37 °C byly odecteny Petriho misky s narostlymi koloniemi bakterie
E. faecium. Vysledny pocet CFU se shoduje v paralelnich stanovenich, ale lisi se
od deklarované hodnoty (skute¢né mnozstvi Enterococcus faecium nemusi odpovidat
deklarované hodnot¢). Nejlépe se jevi pouziti 200 mg a 250 mg kyseliny iminodioctové.
Vysledky viz Tabulka 10.

Tabulka 10. Vysledky 2. experimentu u vzorku ¢. 1583/2012.

IDA Redéni | Redéni | Redéni | Redéni | Redéni | Redéni | CFU/Kg
(mg) 101 10 107 10 10° 10° x 10°
200 > 300 > 300 > 300 > 300 39 4 78,2
> 300 > 300 > 300 > 300 41 5 83,6
> 300 > 300 > 300 > 300 35 6 74,5
250 > 300 > 300 > 300 > 300 44 9 96,4
> 300 > 300 > 300 > 300 50 7 103,6
> 300 > 300 > 300 > 300 46 6 94,5
300 > 300 > 300 > 300 170 19 4 41,8
> 300 > 300 > 300 153 17 2 345
> 300 > 300 > 300 161 21 3 43,6
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Vzorek 1584/2012

U mineralniho krmiva 1584/2012 byl proveden pouze jeden experiment:

Snizeni navdzky na 1 g a ptidani 100 ml fediciho roztoku pro zékladni fedéni (vychozi fedéni
je tudiz 107), pridani (200; 250; 300) mg Kyseliny iminodioctové k zakladnimu Fedéni,
bez upravy pH zakladniho fedéni a zaliti inokula Zlu¢-eskulinovou ptidou.

Po 24h kultivaci pii 37 °C byly odecteny Petriho misky s narostlymi koloniemi bakterie
E. faccium. Vysledny pocet CFU na kg minerdlniho krmiva byl ve vSech paralelnich
stanovenich obdobny a nelisil se od deklarované hodnoty, v podstaté ji mirn¢ ptrevysoval.
Vyhovovalo pouziti vSech tii mnozstvi kyseliny iminodioctové k navazce 1 g vzorku.
Vysledky viz Tabulka 11.

Tabulka 11. Vysledky experimentu u vzorku ¢. 1584/2012.

IDA Redéni | Redéni | Redéni | Redéni | Redéni | CFU/Kg
(mg) 10 10 10* 10° 10°® x 10°
> 300 > 300 130 26 1 14,2
200 > 300 > 300 192 30 4 20,2
> 300 > 300 173 16 4 17,2
> 300 > 300 127 15 2 12,9
250 > 300 > 300 115 22 0 12,5
> 300 > 300 124 24 3 13,5
> 300 > 300 179 21 1 18,2
300 > 300 > 300 216 20 2 21,5
> 300 > 300 217 9 3 20,5

Pii stanoveni po¢tu bakterii rodu Enterococcus se postupovalo podle normy CSN EN 15788.
Z poznamky uvedené v normé, z predchozi metody pouzivané laboratoii (¢. 10110.1) i z vySe
uvedenych vysledkii je zfejmé, Ze stanoveni téchto bakterii komplikuje pfitomnost meédi
(ptip. zinku) ve vzorcich. (V normé se uvadi mnozstvi médi nad 200 mg/kg mineralniho
krmiva/premixu, v postupu ¢&. 10110.1se uvadi mnozstvi nad 2500 mg/kg mineralniho
krmiva/premixu). Z tohoto diivodu se provedly experimenty jak na vzorcich bez obsahu médi,
tak s obsahem médi. Co se tyce vzorkt s médi, byly k dispozici vzorky pouze s obsahem médi
nad 4000 mg/kg, a to v jedné mineralni krmné smési a ve dvou premixech, ve kterych

se vedle meédi vyskytoval i zinek, ktery také mize stanoveni komplikovat.
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7 Z7.avér

Cilem této prace bylo piejit od dosud pouzivané metody pro stanoveni poctu probiotickych
bakterii rodu Enterococcus v krmivech (postup UKZUZ ¢&. 10110.1) k postupu podle CSN EN
15788 Krmiva — Izolace a stanoveni poctu bakterii rodu Enterococcus. U vzorki, které
neobsahovaly méd’, Slo pouze o otestovani metody a adaptovani podminkam laboratofe,
jelikoz jsou v dané normé uvedeny veskeré podminky pro zpracovani vzorku, pfipravu
vychozi suspenze, fedéni, kultivacni pdy, inokulaci a inkubaci.

U mineralnich krmnych smési s obsahem médi se experimentalné podafilo upravit pfipravu
vychozi suspenze tak, aby se mohla provadét analyza. Byla snizenanavazka na 1 g vzorku,
bylo ptidano 100 ml zakladniho fediciho roztoku pro piipravu vychozi suspenze, 300 mg
kyseliny iminodioctové do vychoziho fedéni, od Gipravy pH na hodnotu (7,3 — 8,1) se upustilo
a zinokulum bylo zalito kultivaénim médiem,

U premixd S VysSim obsahem médi a zinku se experimentalné nepodafilo upravit piipravu
vychozi suspenze vzorku tak, aby se mohly vzorky zatradit do analyz. V optimalizaci postupu
ptipravy vychozi suspenze pro stanoveni bakterii rodu Enterococcus v premixech s vys$§im

obsahem mineralnich latek (médi a zinku) bude laboratof pokracovat.
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