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Stanoveni dusi¢nant, sirani a chloridi ve vodach
a vodnych extraktech pid

metodou iontové chromatografie

Eva Fojtlova

Ustiedni kontrolni a zkuSebni tUstav zemd&d&lsky, Narodni referen¢ni laboratof,
Regionalni oddé¢leni Brno, Hroznova 2, 656 06 Brno
eva.fojtlova@ukzuz.cz

1 Cil prace

Cilem préce bylo pfevedeni stanoveni dusi¢nantl, chloridl a sirand ve vodach a ve vodnych
extraktech pud technikou kapilarni elektroforézy na stanoveni technikou iontové

chromatografie.

2 Material a metody

K zavedeni a ovéfeni metody byly pouzity vzorky vod z lysimetrii, vody zavlahové, srazkové,
studni¢ni a vodné extrakty ptid. Vodné extrakty pld se pfipravovaly podle postupu uveden¢ho
v CSN ISO 11048 Kvalita piidy — Stanoveni siranii rozpustnych ve vodé a sirand rozpustnych
Vv kyselinég.

Koncentrace sledovanych iontll byla velmi rozdilnd a pohybovala se od témét nulovych

hodnot az po fadové stovky mg/1.
Vzorky byly analyzovany na Iontovém chromatografu ICS 3000 firmy Dionex.
Sestava chromatografu obsahuje tyto moduly:

AS Autosampler AS40,
DP isokratické a gradientové Cerpadlo, mixer, degaser,

DC termostatovany prostor, ve kterém jsou umistény kolony, vodivostni detektor,



ampérometricky detektor, supresor,
EG eluent generator (automaticky generuje mobilni fazi poZzadované kvality),
UV VIS detektor, typ AD 25.

Soucasti dodavky byla analytickd kolona AS 9 HC a piedkolona AG 9 HC.

Vzorky vod se pfed nastiikem upravovaly pouze filtraci nebo odstfedovanim, Vv piipadé
potieby tfedénim. Chromatografické podminky byly nastaveny podle doporuceni vyrobce
analytické kolony. K detekci se pouzival vodivostni detektor v kombinaci se supresorem,

ktery snizuje vodivost eluentu a zvySuje tak citlivost méteni.

Anionty byly identifikovany porovnanim jejich reten¢nich ¢ast s retenénimi Casy

standardnich roztokt. Vzorky byly vyhodnoceny kvantitativné pomoci externi kalibrace.

2.1 Princip metody

Anionty jsou separovany kapalinovou chromatografii. Jako stacionarni fdze se pouzivd ménic
aniontd. Jako mobilni faze se pouzivaji soli slabych jedno- nebo dvoj- sytnych kyselin (napf.
uhli¢itant, hydrogenuhli¢itant). K detekci se wuziva vodivostni detektor v kombinaci

Se supresorem.

2.2  Chemikalie

PouZivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.

1. Vysoce cCistda demineralizovand voda S mémym odporem minimélné 18,2 MQ,
odplynéna.

2. Uhli¢itan sodny.

3. Uhli¢itan sodny, roztok, ¢ = 0,5 mol/l.

Piiprava: 26,4973 g uhli¢itanu sodného (2) se rozpusti v asi 400 ml vody (1), doplni
se vodou do objemu 500 ml. Lze pouzit i komeréné dodavany roztok.

4, Uhli¢itan sodny, roztok, ¢ =9 mmol/I.

Piiprava: 18 ml roztoku uhli¢itanu sodného (3) se pipetuje do 1000ml odmérné
banky a doplni se vodou (1) po znacku.
5. Zakladni smésny standardni roztok o koncentraci 1 000 mg CI, NOs, SO42_/|.

Dodava se komer¢né.



6. Pracovni roztok I o koncentraci 100 mg CI~, NO3 ", SO4 .

Pfiprava: 10 ml zakladniho smésného roztoku (5) se napipetiuje do 100ml odmérné
batiky a doplni se vodou (1) po znacku. Roztok je staly 1 tyden pii teploté 4 °C.
7. Pracovni roztok II o koncentraci 10 mg CI", NO3, SO,

Piiprava: 10 ml pracovniho roztoku I (6) se pipetuje do 100ml odmérné banky

a doplni se vodou (1) po znacku. Roztok se pfipravuje v den pouziti.

2.3  Pristroje a pomiicky

1. Analytické vahy s ptesnosti 0,0001 g.

2. Iontovy chromatograf ICS 3000 Dionex.

3. Analyticka kolona ASOHC (2 x 250) mm s ptedkolonou, Dionex.

4. Laboratorni odstiedivka.

5. Automatické pipety.

6. Zatizeni pro membranovou filtraci s membranovymi filtry o velikosti porii 0,45 um.
1. Jednordzové mikrofiltry s porozitou 0,22 pum.

8. Zatizeni pro piipravu vysoce Cisté demineralizované vody — Millipore.

2.4 Pracovni postup

2.4.1  Uprava vzorku

Pfed nastiikem se ze vzorku odstrani nerozpusténé Castice bud odstiedénim

(10 min; 10 000 g) nebo filtraci pies jednorazové mikrofiltry.

2.4.2  Meéreni na ICS 3000

Chromatografické podminky se nastavi podle tabulky ¢.1.



Tabulka ¢.1. Chromatografické podminky.

Kolona AS9-HC (2 x 250) mm, Dionex
Ptredkolona AG9-HC (2 x 50) mm, Dionex
Eluent 9,0 mM Na,COs3

Prutok eluentu

0,25 ml/min

Detekce Vodivostni detektor

Supresor ASRS-ULTRA, 2mm, Recycle mode
Objem nastfiku 10 pl

Teplota na kolonég 25°C

Kalibrace

Kalibra¢ni roztoky se piipravi fedénim pracovniho roztoku I (6), pracovniho roztoku II (7),

popftipadé¢ piimym fedénim zakladniho roztoku (5).

Piipravi se 5 az 10 kalibrac¢nich roztoki pokryvajicich co nejrovnomérnéji zvoleny

koncentracni rozsah. Postupuje se naptiklad tak, jak je dale uvedeno pro rozsah

(0,12 — 20) mg/l.

Do sady 100ml odmérnych ban¢k se pipetuje (1; 5; 10) ml pracovniho roztoku II (7 ) a (2,5;
5; 20) ml pracovniho roztoku I (6). Baiky se doplni vodou (1) po znacku a dobie

se promichayji.

S vyuzitim pracovniho roztoku II (7) se ziska kalibra¢ni fada o koncentracich (0,1; 0,5; 1; 2,5;

5;10; 20) mg ClI, NO3’, S0,%7/I. Kalibraéni roztoky se ptipravuji v den pouziti.

Po nastaveni chromatografickych podminek a ustdleni chodu iontového chromatografu

se kalibra¢ni roztoky zméfi .

Ze ziskanych dat se sestroji kalibracni kiivka. Pro kvantitativni vyhodnoceni se pouziva jeji

linearni ¢ast.




Méreni vzorku
Po kalibraci pfistroje se zméfi za stejnych podminek vzorek. Jednotlivé anionty se identifikuji
porovndnim retencnich ¢asii pikli roztoku vzorku s reten¢nimi ¢asy piki roztoku standardu.

Pro kvantitativni vyhodnoceni se pouzije metoda vnéjsiho standardu.

Jestlize koncentrace aniontu v analyzovaném vzorku pfesahne koncentracni rozsah kalibrace,
vzorek se nafedi. Je mozno postupovat také tak, ze se provede kalibrace s vy$sim kalibracnim

rozsahem, pokud to vyménna kapacita kolony dovoli, a vzorek se znovu analyzuje.

24.3  Vypocet a vyjadiovani vysledki

Hmotnostni koncentrace aniontu v roztoku se vypoéte z plochy jeho piku pomoci kalibra¢ni

funkce a vysledek se pfepocte podle ptipadného fedéni vzorku.
Pro vypocet se vyuziva software piistroje. Vysledky se vyjadiuji v mg/l.

Norma CSN 1SO 103404-1 Jakost vod — Stanoveni rozpusténych aniontti metodou kapalinové
chromatografie iontt — Cast 1: Stanoveni bromidd, chloridd, fluoridé, dusi¢nanty, dusitand,

fosfore¢nanti doporucuje uvadet vysledky na dvé platné ¢islice.

2.5 Diskuse a vysledky

Podle uvedeného postupu byla provedena fada meéteni. Ziskané vysledky byly statisticky

zpracovany.

Vzhledem k tomu, Ze metoda vychazi z CSN ISO 103404—1, byla metoda verifikovana. Byla
urCena presnost, spravnost, nejistota, mez detekce a stanovitelnost. Vsechna méteni spliiovala

zakladni retencni charakteristiky pievzaté z citované normy.

Valida¢ni parametry byly vypocteny pomoci sofwaru Effivalidation (Effichem).

Spravnost

K vyhodnoceni spravnosti byla pouzita metoda pro velky koncentraéni rozsah s tim,
ze k dispozici byl slepy pokus a standard stanovované latky. Pomoci chemikalii analytické
Cistoty byly pfipraveny roztoky soli ve vod¢é o riznych koncentracich, které se opakované
mefily.

Vysledky (mg/1) véetné vyhodnoceni uvadéji tabulky ¢. 2 az¢. 7.



Tabulka €. 2. Spravnost: chloridy — naméiena data.

IH ‘( 11(‘”] ANALYTICKA METODA: - voda - Stanovenl aniontl - iontova chromatograf
| VAUDACE:  Pina validsce

PARAMETR:  Spravnost veky koncentradni rozsah - slepy pokus k dispozici. regresnd

VALIDOVANA VLASTNOST: List 1

Jednotky!
DATA:
Uroved Popis Pladioteno Méfeni 1  Méfeni2 Mfeni 3  Méfenid  Méfeni 5 Méfeni 6 Méfeni 7  Méfenid  Mafeni 3 Méfeal 10
1 chioridy 05 0515 05128 0,523
2 1 D784 09769  0,5866
3 5 48148 47047 4765
4 10 98180 08998 58367
5 16 151789 152145 152281

Tabulka ¢. 3. Spravnost: chloridy — vyhodnoceni.

I : H I( h( % ANALYTICKA METODA: - voda - Stanovenl aniontl - lontova chromatograf
=S VALIDACE:  Pind vasdace
PARAMETR: Spravnost velky koncentraéni mzsah - slepy pokus k dispozicl regresnd

our valklaton softy

VALIDOVANA VLASTNOST: List 1

VYHODNOCENI:
Parametr Teorsticky Naméfanc  Plesnost Vylénos! Interval sposehlivostl Hypotéza
Usek 0 00865 009131 -0,38709 - 0,164 Plyata
Smémice 1 10115 001089 10115265 0,97686 - 1045818 Pljata

Zavér: Analytickd metoda poskytuje statisticky spravné visledky.

Tabulka €. 4. Spravnost: dusi¢nany — naméiena data.

H'ﬁ( h(,” ANALYTICKA METODA: - vods - Stanoven 3 + iontova chr grat
: VALIDACE: Pina validace

our vilihithon softywar

PARAMETR:  Spravnost veiy koncentraénl rozsah - slepy pokus K dispoziol regresnd

VALIDOVANA VLASTNOST: List 2

Jednotky
DATA:
Uroven Popis Plodiofena Méfeni 1 Malenl2 Méfeni2 Méfeni4 MéfeniS Mé&feni6  Méleni 7 Mbfeni §  Méfeni & Mafenl 10
1 dusignary 05 04782 05303 05208
2 1 0,9681 1,0204 1,0108
3 5 5,0041 4,944 4036
4 10 89139 99619 89612
5 15 14636 150683 150869
9 20 205748 206038 206106




Tabulka €. 5. Spravnost: dusi¢nany — vyhodnoceni.

ANALYTICKA METODA: - voda - Stanoweni anioatii - ionfova chromatogral
VALIDACE: Pina valdace

PARAMETR:  Spravnost: veky koncantraéni rozeah - slapy pokus i dispozicl. regresné

VALIDOVANA VLASTNOST: List 2

VYHODNOCENI:
Paramatr Teorelicky Naméfeno  Pfesncal Vytéznast Interval spolehivosti  Hypoléza
Usak 0 00984 011185 -D,40817 - 0.21239 Pliata
Smémice 1 1.0221 o0 102 21405 0,99437 - 104951 Pljata

Zavér: Analyticka metoda poskytuje statisticky sprivné vysiedky.

Tabulka ¢. 6. Spravnost: sirany — naméi‘ena data.

[T ANALYTIAMETODA: = vodn:-Sianoven Siontd - letovs chromenes
SRR | VALIOACE:  Pina validace

yoaur yalkat

PARAMETR:  Spravnost: veiy koncentraéni rozsah - slapy pokus k dapozici regreand

VALIDOVANA VLASTNOST: List 3

Jednotky
DATA:
Urovan Pops Plodioteno Méfeni 1 Ma%eni2 Méleni3 Mafeni4 Méfenli5 Mifenit Mafeni7 MaleniB  Mélenl @ Méfani 10
1 sirany 0,5 0.5152 04841 04821
2 1 1,0069 0,9956 1.0061
3 5 5,004 4,9638 5,008
4 10 58061 98,8808 58841
5 18 146775 150439 14,983
6 20 203247 202064 20,3572

Tabulka €. 7. Spravnost: sirany — vyhodnoceni.

' ) H] ( l em ANALYTICKA METODA: - voda - Stanoveni anionil - ontova chromatograf
‘ - VALIDACE:  Pina validace

PARAMETR: Spravnost valky kancentraéni rozsah - slepy pokus k dispozicl: regrasné

VALIDOVANA VLASTNOST: List 3

VYHODNOCENI:
Paramatr Tecreticky Naméfeno  Plesnost Wyléznost Intorval spolehlivosti Hypotéza
Usek 0 00638 008112 -0,28899 - 0,16141 Prijata
Smérmice 1 10114 000725  101,13703 0.99124 - 1,0315 Plijata

Zavér: Analytickh metods poskytuje statisticky spravné vysledky.

Opakovatelnost

Pro vypocet byla vyuzita paralelni méfeni. Vyhodnoceni je uvedeno v tabulkach ¢. 8 az ¢. 12.



Tabulka ¢&. 8. Opakovatelnost: chloridy — mez stanovitelnosti (MS) az 3 x MS.

VALIDACE: Pina validace
PARAMETR: Opakovatelinost. 2 paralelnich méfeni

I"‘.t:l'(.ll('ln ANALYTICKA METODA: - voda - Stanoveni anlont(s - ontova chromatograf
vour vildation wltw

VALIDOVANA VLASTNOST: chiodidy MS - 3MS

VYHODNOCENI:
Primérs méeni Opakovateinost  Rel Opakovatelnost n
0,25598 00125 488394 3

Zivér; Opakovatelnost analytické metody je 0,025 jednotok, t). 4,88 %,

Tabulka ¢. 9. Opakovatelnost: chloridy — nad 3 x MS.

ANALYTICKA METODA: - voda - Star | anionts - v chromatogral
VALIDACE;  Pind validace

PARAMETR:  Opakovateinost. z paraleinich méfeni

VALIDOVANA VLASTNOST: chloridy nad 3 MS

VYHODNOCENI:
Pramée méfenl Opakovateinost  Rel Opakovateinost n
3017912 211733 7.01589 1658

Zavér: Opakovateinost analytické metody je 2,11733 jednotek, tf. 7,02 %.

Tabulka €. 10. Opakovatelnost: dusi¢nany — MS az 3 x MS.

[ HI( 'h( m ANALYTICKA METODA: - voda - Sta | wniontd - lontovi chromatogral
i ‘ VALIDACE:  Pind validace

ry Bation sl 1

PARAMETR: Opakovstainost: z paraleinich méfen!

VALIDOVANA VLASTNOST: dusiCnany MS - 3MS

VYHODNOCENI:
Primés maleni Opakovateinost  Rel. Opakovaleinost n
051504 0,03547 572051 12

Zivér: Opakovateinast analytické metody je 0,03547 jednotek, t). 5,73 %.

Tabulka ¢. 11. Opakovatelnost: dusi¢énany — nad 3 x MS.

ANALYTICKA METODA: - vooa - 54 | anlonts - § chromatograf
VALIDACE: Ping valdace
PARAMETR: Opakovatelnost r paraisinich médeni

VALIDOVANA VLASTNOST: dusiénany nad 3MS

VYHODNOCENI:
Primér méfenl Opakovateinost  Ral. Opakovateinost n
7006318 431652 6,16518 130

Zévér: Opakovatelnost analytické metody je 4,31952 jednotek, 1. 6,17 %.




Tabulka ¢. 12. Opakovatelnost: sirany — nad 3 MS.

ANALYTICKA METODA: voda - Stanoven| anionti - lontowd chromatogral
VALIDACE: Pins valicace

abckation wol

EffiChem

PARAMETR:  Opakovatelnost z paralainich méfani

VALIDOVANA VLASTNOST: sirany

VYHODNOCENI:
Prumér méfani Opakoveteinost  Rel Opakovatelnos! n
64 21182 3,2604 507758 m

Zavér: Opakovateinosat analytické metody jo 3,2604 jodnotek, tf. 5,08 %.

Opakovatelnost se pro sirany v koncentratnim rozsahu MS az 3 x MS nepocitala, protoze tak

nizké koncentrace se u realnych vzorkl nevyskytuji a nebyla k dispozici potiebna data.

Nejistota méreni

K dispozici byl dostate¢ny pocet paralelnich méfeni shromazdény za dostatecné dlouhy
Casovy usek, a proto se pro vypocet nejistoty méfeni laboratofe pouzil vypocet z rozdilu
paralelnich stanoveni. Ziskand hodnota je skute¢n¢ dosazend realna nejistota. Vysledky jsou

uvedeny v tabulkach ¢. 13 az ¢. 17.

Tabulka €. 13. Nejistota: chloridy — MS az 3 x MS.

F l‘[‘lc ) l ) ANALYTICKA METODA: voda - Stanoveni aniontl - kontova chromatogrsf
= VALIDACE:  Nejistoty

your vahdation software

PARAMETR:  Nejistoty z plesnost] - paraleini méfeni k dspozici

VALIDOVANA VLASTNOST: Cl MS-3MS -
VYHODNOCENI:

Charakteristks Hodnota
Vypodtensd hodnota 0.25588
St nejistota 0,0125
Rel. st nejistota (%) 488394
Faktor pokryti 2
Rozéitena st nejisiota 0.025
Rel rozéilena nepistota 9,76788

Zivér: Rozsifena st nejistota je 0,025. Relativnl rozéifend nojistota je 9,77 %.




Tabulka ¢&. 14. Nejistota: chloridy — nad 3 x MS.

]; H]( 'IK' m ANALYTICKA METODA: - voda - Stanoven| aniontd - lontova chromatoqraf
S VALIDACE:  Nepstaty
PARAMETR:  Nopstoty: 2 pfesnosti - paraleini méfen| k dispozicl

ryalldathon sl

VALIDOVANA VLASTNOST: Clnad IMS

VYHODNOCENI:

Choraktarstica Hodnota
Vypottena hodnota 3017912
St nejistota 211733
Ral st. nepstota (%) 7.0156%
Faktor pokeyti 2
Rozéifena st nojistota 4,23467
Rel. rozdifent nejistota 14,0317

Zavér: Roziifend st nejistota je 4,23467. Relativni rozéifena nefistota je 14,03 %.

Tabulka ¢. 15. Nejistota: dusi¢nany — MS az 3 x MS.

lﬂ th( 'lu'm ANALYTICKA METODA: - voda - Stanoveni aniontll - jontova chromatograf
¥ ‘. Ukbatkin safty VALIDACE: Nejistoty

PARAMETR:  Nejistoty: 2 pfa - lelni méfeni k dlspazic
VALIDOVANA VLASTNOST: NO3 MS - IMS

VYHODNOCENI:

Charakteristia Hadnata
Vypottena hodnota 051904
St. nedstota 0.03547
Rel. st nejistata (%) 572951
Faktor pokrytl 2
Rozdifena st nejistota 007064
Rel. rozéifena nejistota 1145801

Zivér: Rozéifend st. nejistota jo 0,07094, Relativnl rozéifena nejistota jo 11,46 %.

Tabulka €. 16. Nejistota: dusi¢nany — nad 3 x MS.

ANALYTICKA METODA: - voda - Stanovenl anlontl - lontova chromatograf
VALIDACE: Nejistoty
PARAMETR: Nejistoly: z pfesncsti - paraleini méfeni k dispoxicl

EffiC

ol 1

h

Cin

1 1

VALIDOVANA VLASTNOST; NO3 nad 3MS

VYHODNOCENI:

Charaktenstika Hadnota
Vypotiens hoonols 70.06218
St nejmtota 431852
Rel st nejistata (%) 6,16518
Fakter pokrytl 2
Rozéidens st nejlstota 863904
Rei. rozéifenad nejistota 12,33036

Zavér; Rozéitona st. nejistota je 8,63904. Relativn| rozéifond nejistota je 12,33 %.
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Tabulka €. 17. Nejistota: sirany — nad 3 x MS.

EfﬁChem ANALYTICKA METODA: voda - Stanoveni aniontl - enlové chromatograt (
|
ALl ' Nea|istony
Vakdst (‘VLDACE | ¥

| PARAMETR Najistoty. z pfesnost] - paraisinl méfen| k dISpOze

J VALIDOVANA VLASTNOST: S04
VYHODNOCENI:
Charaklenstika Hodnota .
Vypottana hodnola 64 21182
St nejistols 1.2604
- Ral. st. najistota (%) 507756 —
Fakior m;.v'

Roziifona st nessiols

Rel rozdifens najistola

Zavér: Rozéifond st nefistota je 6,52079. Relativni rozéifend nejistota je 10,16 %.

Nejistota pro sirany v koncentra¢nim rozsahu MS az 3 x MS se nepocitala, protoze tak nizké

koncentrace se u realnych vzorka nevyskytuji a nebyla k dispozici potfebna data.

Mez detekce a mez stanovitelnosti

Mez detekce a mez stanovitelnosti byly stanoveny ze signalu slepého pokusu.

Tabulka ¢. 18. Meze stanovitelnosti.

Mez stanovitelnosti (mg/l)
Chloridy 0,1
Dusi¢nany 0,3
Sirany 0,4

Retenéni charakteristiky
Retencni ¢as — piky jednotlivych aniontli se identifikuji porovnanim retencnich cast s piky
kalibraénich roztokd. Podle CSN ISO 103404—1 odchyka retenénich ¢asti v jedné sérii vzork®
nesmi prekrocit +/— 10 %.
RozliSeni — norma udava, ze v chromatogramech vzorkd a roztokl standardi nesmi rozliSeni

pikd R mezi sledovanym iontem a jemu nejbliZz§im iontem klesnout pod hodnotu 1,3.
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3 Z7.avér

V laboratofi byla uspésn¢ zavedena metoda stanoveni chloridd, dusi¢nanti a sirant ve vodach
a vodnych vyluzich pid metodou iontové chromatografie. V obdobi let 2007 az 2010 bylo

kazdoro¢né analyzovano 140 az 200 vzorki vod.

4 Literatura

1. CSN EN ISO 10304-1 Jakost vod — Stanoveni rozpuiténych aniont metodou
kapalinové chromatografie iontd — Cést 1: Stanoveni bromidi, chloridt, fluoridd,
dusi¢nanu, dusitant, fosfore¢nant a sirand.

2. Product manual lonpac AG9-HC a lonpac AS9-HC, dokument No 031267, Dionex
Corporation, 2003.
3. CSN ISO 11048 Kvalita pidy — Stanoveni siranii rozpustnych ve vodé a siran

rozpustnych v kyselin€.
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Stanoveni kyseliny benzoové v krmivech
metodou HPLC s UV detekei

Marta Madlova a Kol.

Usttedni kontrolni a zku$ebni tstav zemedelsky, Narodni referencni laboratof,
Regionalni oddéleni Praha, Za opravnou 4, 150 00 Praha 5 — Motol
marta.madlova@ukzuz.cz

1 Uvod

Kyselina benzoova (lat. acidum benzoicum) je nejjednodussi aromaticka jednosytna
karboxylova kyselina. Za normalnich podminek to je bezbarva krystalickd latka, mirné
rozpustna ve vode (3,4 g/l pti 25 °C) a velmi rozpustna ve vétSin€ organickych rozpoustédel.
Jedna se o slabou kyselinu, bézné pouzivanou jako konzervacni prosttedek nebo jako 1é¢ivo

proti koznim infekcim.

2 Zdivodnéni a cil prace

Prace je zaméfena na stanoveni kyseliny benzoové v krmivech. Kyselina benzoova
se v krmivafstvi pouZziva jako doplnkova latka v kategorii 1j (technologické doplitkové latky,
funkéni skupina regulatory kyselosti), 4c (zootechnické doplikové latky, funkéni skupina
latek, které pfiznivé plisobi na Zivotni prostfedi) a 4d (zootechnické doplitkové latky, funkéni
skupina jiné zootechnické dopliikové latky). Cilovymi zvitaty pro tuto dopliikovou latku jsou

selata po odstavu a prasata ve vykrmu.

Kyselina benzoova je tadné registrovana doplikova latka, ktera se pfiddva do krmiv
v koncentraci (0,5 — 1) %. Pro kontrolu dodrzovani povolenych koncentraci je téeba vyhledat
a zavést spolehlivou analytickou metodu a validovat ji pro dané druhy krmiv.

Pti vyhledavani vhodné analytické metody stanoveni kyseliny benzoové laboratot vychazela

ze zpravy EU RL a védeckych posudktt EFSA.

Pfi posuzovani Zadosti o registraci kyseliny benzoové (Vevo Vitall) uvadi EU RL ve své

zpraveé jako vhodnou pro ufedni kontrolu stanoveni kyseliny benzoové metodu HPLC, ktera
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vychazi z postupu uvedeného v norm¢ pro mléko a mlééné produkty ISO 9231:2008 (ISO
9231|IDF 139:2008 specifies a method for the determination of the benzoic and sorbic acid
contents in milk and milk products) a zadatel o registraci odzkousel jeji pouzitelnost

I pro matrice premix a krmna smes.

3 Uéel, princip a rozsah metody

Metoda se pouziva ke stanoveni obsahu kyseliny benzoové v krmnych smésich.

Jedna se o metodu kapalinové chromatografie s gradientovou eluci na reverzni fazi s UV

detekei pii vinoveé délce A =278 nm.

Kyselina benzoova se ze vzorku ziskava extrakci roztokem 50 mM hydroxidu sodného. Obsah

kyseliny benzoové se vyhodnoti metodou externi matricni kalibrace.

Tabulka €. 1 a obrazek €. 1. Kyselina benzoova

O OH
Sumarni vzorec C/HgO,
CAS Number [65-85-0]; (E 210)
M, 122,12 g/mol
pKa 4,19 (25°C)
Teplota tani 122 °C
Oralni LDsg 500 mg/kg
Kozni LDsg 10000 mg/kg
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4.1

10.

11.

12.

Material a metody

Chemikalie

Vsechny uvedené chemikalie jsou Cistoty p.a. nebo vyssi.

Kyselina chlorista, < 70%.

Acetonitril, Eluent B.

Kyselina fosfore¢na, 85%.

Hydroxid sodny.

Destilovana voda.

Kyselina benzoova, standardni latka, 99,9%, C;HO,, M, = 122,12 g/mol.
Kyselina fosfore¢na, roztok, ¢ = 1 mol/l.

Piiprava: Do 1000ml odmérné banky se odméii asi 500 ml vody (5), piida se 68 ml
kyseliny fosfore¢né (3) a doplni vodou (5) po znacku.

Kyselina fosfore¢na, roztok, ¢ = 10 mmol/l, Eluent A.

Ptiprava: Do 1000ml odmérné banky se odméti 10 ml kyseliny fosforecné (7)
a doplni se vodou (5) po znacku.

Kyselina chlorista, roztok, ¢ = 0,3 mol/l.

Ptiprava: Do 1000ml odmérné baiiky se odméfi asi 500 ml vody (5), ptida se 26 ml
kyseliny chloristé (1) a doplni se vodou (5) po znacku.

Hydroxid sodny, roztok, ¢ = 1 mol/I.
Ptiprava: 40 g hydroxidu sodného (4) se rozpusti ve vod¢ (5) do 1000 ml.
Hydroxid sodny, roztok, ¢ = 50 mmol/I.

Piiprava: Do 1000ml odmémné banky se odméti 50 ml hydroxidu sodného (10)
a doplni se vodou (5) po znacku.

Zékladni standardni roztok kyseliny benzoové, ¢ = 1 g/l.

Ptiprava: Navazi se 100 mg kyseliny benzoové (6), kvantitativné se pievede
do 100ml odmérné banky pomoci roztoku hydroxidu sodného (11) a doplni se (5)

po znacku.
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4.2  Pristroje a pomicky

1. Vysokoucinny kapalinovy chromatograf s UV detekci DIONEX UltiMate 3000.
2. Vodni lazen.

3. Membranové filtry 0,45 um.

4, Analytické vahy s ptesnosti 0,1 mg.

5. Ultrazvukova lazen.

5 Pracovni postup

5.1 Uprava vzorku

Vzorek se upravuje homogenizaci a mletim na ¢astice o velikosti (0,5 — 1,0) mm tak, aby

nedoslo k ptehiati vzorku béhem homogenizace.

5.2 Kalibrace

Do 250ml ban¢k se navazi presné asi 1 g negativni matrice. K navazkam se ptida 0 ml, 10 ml,
20 ml, 30 ml a 40 ml zakladniho standardniho roztoku (12), coz odpovida koncentracim
0 mg/l, 100 mg/l, 200 mg/l, 300 mg/l a 400 mg/1 kyseliny benzoové. Dale se postupuje jako

pfi ptipravé vzorkl extrakei.

Kalibra¢ni kiivka se sestroji z hodnot ploch pikdi odpovidajicich jednotlivym kalibra¢nim

bodum.

5.3  Priprava vzorku a extrakce

Do 250ml ban€k se navazi presné asi 1 g zkouSeného vzorku. Ke kalibracnim i zkouSenym
vzorkim se piida 40 ml hydroxidu sodného (11). Smés se promicha a zahiiva se 1 h
pod zpétnym chladicem na 95 °C. Poté se vzorky ochladi a kvantitativné pfevedou do 100ml
odmérnych banek a doplni po znacku kyselinou chloristou (9). Roztok se protfepe a ponecha
Vv klidu, dokud se vznikla srazenina neusadi. Nékolik mililitrG z horni ¢asti roztoku se odebere
k filtraci a asi 1 ml se prefiltruje pfes membranovy filtr 0,45 pm (PTFE, 25 mm). Filtrat

se pouzije k nastfiku do HPLC systému.

16



5.4 Chromatografické podminky HPLC stanoveni

Kalibra¢ni roztoky a zkusSebni vzorky se méfi za separacnich podminek chromatografického

systému, viz. tabulka ¢.2.

Tabulka €. 2. Chromatografické podminky stanoveni kyseliny benzoové.

Kolona Eclipse XDB Phenyl, (4,6 x 150) mm, 5 pm

Mobilni faze Eluent A — 10mM kyselina fosfore¢na (8)
Eluent B — acetonitril (2)

Priatok mobilni faze 1,5 ml/min

Teplota kolony 40 °C

Teplota autosampleru Laboratorni

UV detektor 278 nm

Objem nastiiku 10 pl

RT kyseliny benzoové 4,71 min

Doba analyzy 15 min pro uvedenou kolonu

Tabulka ¢. 3. Gradientové podminky pumpy.

Cas Eluent A Eluent B
(min) (%) (%)
0 90 10
11 25 75
12 90 10
15 90 10
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5.5 Vypocet
Obsah kyseliny benzoové X (mg/kg) se vypocita podle vztahu

_cxV xR

m

a

X 1)

c koncentrace kyseliny benzoové odeétena z kalibra¢ni kiivky (mg/l),
\Y objem extraktu (ml),
M, hmotnost zkusebniho vzorku (g),

R fedéni.

6 Diskuse a vysledky

Po zjiSténi obsahu kyseliny benzoové ve zkouSeném vzorku byla zvySena navazka na 5 g.
Zjisténé hodnoty vytéZnosti z redlného vzorku v porovnani s vysledky ze slepych vzorki

vedou k ptredpokladu, Ze objem extrakéniho ¢inidla mohl byt nedostacujici.

Ziskané  vysledky byly vyhodnoceny pomoci software  Effivalidation  3,0.

6.1 Kriteria separace

Dobréa chromatograficka separace ma spliovat nasledujici kriteria:

Kapacitni faktor, ktery charakterizuje retenci analytu vzhledem k mrtvému objemu kolony,

ma byt podle FDA vétsi nez 2.

Faktor asymetrie, ktery charakterizuje chvostovani pikti, ma byt z davodu spravné integrace

piku mensi nez 2.

Pocet teoretickych pater, ktery charakterizuje separatni schopnosti pouZité

chromatografické kolony, ma byt vétsi nez 2000.

Pti dodrZeni uvedenych chromatografickych podminek spliiuje separace vSechna tato kritéria.

Zjisténé hodnoty jsou uvedeny v tabulce €. 4.
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Tabulka ¢. 4. Chromatografické podminky.

Kriterium Teorie Experiment
Kapacitni faktor >2 3,037
Faktor symetrie <20 1,01
Pocet teoretickych pater > 2000 41985

6.2  Opakovatelnost — pi‘esnost

Opakovatelnost charakterizuje rozptyleni validované vlastnosti kolem stfedni hodnoty,
které zptsobuji nahodné chyby. Opakovatelnost byla stanovena z 9 navazek jednoho vzorku

krmiva. Namétené hodnoty jsou uvedeny v tabulce €. 5.

Tabulka ¢. 5. Stanoveni opakovatelnosti.

Navazka 1. 2. 3. 4. S. 6. 7. 8. 9.

mg/kg | 3100,8 |3071,05/3084,25|3076,83|3042,11|3059,12|3082,35|3050,78 |3068,63

Pro vSechny vysledky byla potvrzena hypotéza o normalit€¢ dat a pouZiti Grubbsova,

Dixonova a Grubbsova parového testu nepotvrdilo pfitomnost odlehlych bodt.

Tabulka ¢. 6. Statistické parametry.

Obsah Primér méfeni Relativni opakovatelnost
(mg/kg) (%)
Kyselina benzoova 3070,7 0,59

6.3 Spravnost

Spravnost byla zjiSténa testem vytéZnosti pfidanim zndmého mnoZstvi stanovované latky
ke slepému vzorku bez obsahu stanovovaného analytu (postup A). Dale byla ovéfena
vytéznost metody u vzorku se znamym obsahem (postup B). Vytéznost byla vypoctena podle

vztahu
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CeX
Rec(%) = —2 %100 )

Cteor
c vysledna hodnota obsahu analytu ziskana experimentem,
exp
Cor teoretickd hodnota obsahu analytu pfidaného do testovaciho  vzorku.
6.3.1 Postup A

Spravnost byla stanovena testem vytéznosti pfidanim standardnich pfidavkd ke slepému
vzorku. Vytéznost pro kyselinu benzoovou byla uréena jako primérnd vytéznost ze vSech

pridavki ke slepému vzorku a je uvedena v tab. 7.

Tabulka ¢&. 7. Spravnost - piidavek ke slepému vzorku.

Popis PredloZzeno| Nalezeno Nalezeno Nalezeno Nalezeno
(mg/l) (mg/1) (mg/l) (mg/l) (mg/l)
Hladina 1 100 99,981 105,547 100,125 105,900
Hladina 2 200 200,269 211,851 199,452 211,759
Hladina 3 300 299,848 316,452 301,568 317,287
Hladina 4 400 400,359 427,554 424,467 426,886
Tabulka ¢.8. Statistické parametry.
Popis | PiedloZeno | Nalezeno | Vytéinost | Piesnost | n | t—vyp. |t—Kkrit.| Hypotéza
(mg/l) | (mg/l) (%)
Hladina 1 100 102,89 102,89 3,2776 | 4 | 1,76244 | 3,182 | Ptijata
Hladina 2 200 205,83 102,92 6,9043 | 4 |1,68959 | 3,182 | Prijata
Hladina 3 300 308,79 102,93 9,3634 | 4 |1,87715 | 3,182 | Piijata
Hladina 4 400 419,82 104,95 13,0393 | 4 | 3,03951 | 3,182 | Piijata
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6.3.2

Postup B

K pfesné zndmé navézce vzorku se zjisténym obsahem urcéované latky byl ptidan zakladni

standardni roztok kyseliny benzoové (12) v mnozstvi, které odpovida 56 %, 83 % a 113 %

obsahu analytu v ptivodnim vzorku (10 ml, 15 ml a 20 ml). Na kazdé arovni bylo provedeno

6 méfeni. Mirou spravnosti je odchylka priméru nalezeného mnozstvi od teoretického

mnozstvi ptidavku vyjadiend v procentech (vytéznost). Vytéznost pro kyselinu benzoovou

byla ur€ena jako prumérna vytéznost ze vSech tii trovni, viz. tab. ¢. 10.

Tabulka €. 9. Spravnost — piidavek ke vzorku se zjiSténym obsahem urcované latky.

Popis PiedloZzeno | Nalezeno | Nalezeno | Nalezeno | Nalezeno | Nalezeno | Nalezeno
(mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg) | (mglkg)
Hladinal | 2057,94 | 1762,21 | 1734,33 | 172451 | 1716,24 | 1761,84 | 1768,81
Hladina2 | 3188,82 | 2663,34 | 2628,98 | 255596 | 2520,36 | 2534,99 | 2570,84
Hladina3 | 4115,88 | 3468,31 | 3474,01 | 3437,23 | 3446,25 | 3438,45 | 3400,08
Tabulka ¢&. 10. Statistické parametry.
Popis PiedloZeno | Nalezeno | VytéZznost | Pfesnost | n | t—vyp. |t—Kkrit.| Hypotéza
(mg/kg) | (mglkg) (%)
Hladinal | 2057,94 | 1744,66 84,78 22,391 | 6 | 34,272 | 2,571 |Zamitnuta
Hladina2 | 3188,82 | 2579,08 80,88 55,829 | 6 | 26,753 | 2,571 |Zamitnuta
Hladina3 | 4115,88 | 3444,06 83,68 26,466 | 6 | 62,179 | 2,571 |Zamitnuta
6.4 Linearita a pracovni rozsah metody

Linearita byla ur¢ena z hodnot namétenych v kalibracni pfimce uvedenych v tabulce €. 11.
(100 — 400) mg/l
ve 4 kalibra¢nich hladinach (100; 200; 300; 400) mg/l a kazdy kalibra¢ni bod byl ptipraven

Linearita kalibraéni

kiivky byla ovéfena v rozsahu koncentraci

Ctyfikrat. PoZadavek na linearitu kfivky je dén korelaénim koeficientem s hodnotou

od 0,99 do 1,0 a vyhodnocenim kalibra¢ni kiivky pomoci QC testu. Vypoétené hodnoty jsou

uvedeny v tabulce ¢. 12.
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Tabulka €. 11. Linearita stanoveni kyseliny benzoové.

Popis Koncentrace Plocha-1 Plocha-2 Plocha-3 Plocha-4 |Priamér ploch
(mg/l)
Hladinal 100 3,0785 3,2828 3,1020 3,2845 3,187
Hladina2 200 6,1664 6,5891 6,1794 6,5678 6,376
Hladina3 300 9,2325 9,8425 9,3431 9,8407 9,565
Hladina4 400 12,3273 13,2981 13,1507 13,2400 13,004

Tabulka ¢. 12. Statistické parametry.

Vypocteny korela¢ni Testovany korelacni | Vypoéteny | Testovany | Hypotéza
koeficient koeficient QC QC
0,99982 0,9900 0,99 5,00 Ptijata

Na zaklad¢ hodnot korela¢niho a QC koeficientu byla prokézéna linearita metody.

6.5 Citlivost

Citlivost metody se definuje jako rozdil v koncentraci analytu, ktery odpovida nejmensimu
rozdilu, jenz mize byt detekovan pii odezvé instrumentace metody. Matematicky se jedna
0 smérnici kalibra¢ni ptimky. Tabulka ¢. 11 uvadi naméfené hodnoty kalibracni piimky.
Kalibra¢ni pfimka je zobrazena na obr. ¢. 2.

Citlivost analytické metody je dana smérnici kalibracni kiivky a odpovida 0,03264

pro kyselinu benzoovou.

22




Kalibracni kfivka obsahu kyseliny benzoové -
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Obr. €. 2. Kalibra¢ni krivka.

6.6 Mez detekce a mez stanovitelnosti

Mez detekce je urovei, nad kterou lze odezvu vzorku odlisit od odezvy slepého pokusu. Mez
stanovitelnosti je uroven, nad kterou lze vérohodné provést kvantitativni stanoveni. Tyto

hodnoty byly vypocteny z hodnot uvedenych v tabulce ¢. 11.

Tabulka €. 13. Mez detekce a mez stanovitelnosti.

Parametr Hodnota Hodnota
(mg/kg) (%)

Mez detekce 1663,7 0,17

Mez stanovitelnosti 2614,3 0,26
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7 Souhrn statistickych Gdaji metody

Tabulka ¢. 14. Souhrn statistickych udaji metody.

Valida¢ni parametr

Validaéni hodnota

Opakovatelnost

0,59 % rel.

Spravnost

Spravnost metody prokéazana

Linearita

Linearita metody prokazana

Pracovni rozsah

(100 — 400) mg/l

Mez detekce 0,17 %
Mez stanovitelnosti 0,26 %
Citlivost 0,03264
8 Z.avér

V ramci préce byl sestaven pracovni postup a stanoveny tyto validacni parametry:

Opakovatelnost,
Spréavnost,
Linearita,
Citlivost,

Mez stanovitelnosti.

Zjisténé valida¢ni parametry prokazaly zpusobilost ovétované metody K pouzivani v ramci
laboratorniho zkouSeni.

Vzhledem k malému mnozstvi vzorku s obsahem Kkyseliny benzoové nebyla potvrzena
zavislost niz$i vytéZznosti analytu na vySSich navazkach. Pro potvrzeni vyslovené teorie by

bylo tfeba dalsi ovéteni extrakéniho postupu (zejména pomér vzorek — objem extrakéniho

¢inidla). Potvrzujici data budou v laboratoti dométena.
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V pribéhu prace byly také ziskany dal$i informace o novych moznostech pro stanoveni

kyseliny benzoové (nové typy kolon a dalsi zplisoby extrakce analytu). Proto se bude v této

praci jeste pokraCovat.

®
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Zavedeni techniky UHPLC

Marie Mrkvicova

Ustiedni kontrolni a zkuSebni tUstav zemé&délsky, Narodni referenéni laboratof,
Regionalni oddé¢leni Brno, Hroznova 2, 656 06 Brno
marie.mrkvicova@ukzuz.cz

1 Souhrn

Nahradou za dosluhujici HPLC-1100 fy Agilent Technologies byl na pracovisté¢ zakoupen
novy ptistroj UHPLC-1290 od téhoz vyrobce. Stavajici metody se postupné prevadeji
na novy piistroj. V této praci jsou shrnuty zkuSenosti z pfenosu metody ,,Stanoveni obsahu
nikarbazinu metodou HPLC®. Pro nedostatek realnych vzorkt z ufedni kontroly byly K praci
pouzity nékolikanasobné analyzy jednoho vzorku krmné smési a jednoho vzorku premixu
(vzorky z MPZ-2011, UKZUZ Brno).

2 Uvod

UHPLC (Ultra High Performance Liquid Chromatography) je relativné novou separacni
technikou v oblasti vysokouc¢inné kapalinové chromatografie. Separaéni proces vyuziva
sorbentll pfipravenych patentovanou technologii ,.bridged hybrid particle, které vynikaji
svoji mechanickou pevnosti a mimotadnou separacni u¢innosti. Proto muze separacni proces
probihat za velmi vysokych tlakdi (az 1200 bar). UHPLC pftinasi fadu vyhod proti klasické
HPLC technice: zvySeni separaéni ucinnosti, snizeni meze detekce, zvySeni citlivosti,
zkréaceni Casu analyzy a celkové snizeni nakladd z divodu mensi spotieby rozpoustédel. Jsou
znamy také negativni efekty: zvySené ndroky na cistotu rozpoustédel pouzivanych jako
mobilni faze, vy$$i cena kolon, snizend Zivotnost kolon. Vysoky zpétny tlak ma vliv
na zivotnost celého UHPLC systému. UHPLC technika je vhodna zejména pro rutinni analyzy
Vv laboratofich zpracovavajicich velka mnozstvi vzorkd v kratkém case, proto nasla uplatnéni
Vv fad¢ aplikaci zejména ve farmaceutickém primyslu. V neposledni fadé¢ se UHPLC vyuziva

ve spojeni s modernimi citlivymi hmotnostnimi spektrometry pro analyzu Sirokého spektra
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kontaminantti, které se vyskytuji v potravinach, krmivech a v Zivotnim prostiedi ve stopovych

koncentracich (napf. rezidua pesticida, 1é€iv, rostlinnych toxinti a8 mykotoxint).

3 Experimentalni ¢ast

3.1 Teorie prevodu metody

Pro ptevod metody byla vybrana akreditovana metoda ,,Stanoveni obsahu nikarbazinu
metodou HPLC*. V piipad¢ zachovani stejné stacionarni faze a slozeni mobilni faze je prevod
metody HPLC na metodu UHPLC jednoduchy, vychdzejici znékolika zékladnich
chromatografickych rovnic. Pfi pfevodu metody je tfeba zménit pouze objemovy pritok
mobilni faze, velikost nastfiku a dobu analyzy (v piipad¢ gradientové eluce nutnd korekce
na mrtvy objem, aby nedoslo ke ,,zpozdéni* gradientu na pocatku kolony). Pro transfer metod
Ize s vyhodou vyuzit tzv. kalkulatory pfevodu metod, které jsou volné pfistupné na internetu —
viz tabulka ¢. 1.

Tabulka ¢. 1. Table 4: Method translation programs and services for HPLC.

Table 4: Method translation programs and services for HPLC.

Name of Program Source Location

Acquity UPLC Calculator Waters www.waters.com

Agilent Method Translator

and Intelligent System
Emulation Technology

Agilent Technologies

www.chem.agilent.com/

DryLab 2010

Molnar Institute;
Shimadzu

www.molnar-institute.com

www.shimadzu.com

HPLC Calculator

University of Geneva,
Switzerland

www.unige.ch/sciences/pharm/
fanal/lcap/divers/downloads.php

HPLC Method
Development Calculator

Thermo

www thermo.com/columns

HPLC Performance
Optimization Calculators

Gustavus Adolphus
College

http:/homepages.gac.edu/~dstollf
calculatorsfoptimize.html

Method Transfer Services Crawford Scientific www.crawfordscientific.com/
U-HPLC Calculator PerkinElmer www.perkinelmer.com

Rapid Separation LC

(RSLC) Methed Dionex www.dionex.com

Transfer Calculator

Laboratot vyuziva Agilent Method Translator.
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Vsechny kalkulatory vychazeji ze stejnych rovnic, takze poskytuji srovnatelné vysledky.
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3.2 Pouzité kolony, instrumentace

Pro pfistroj Agilent 1290 Infinity vyrobce doporucuje pouzivat kolony Zorbax RRHD
(1,8 um, 1200 bar), které jsou plné€ny stejnymi sorbenty jako ostatni kolony Zorbax v zrnéni
1,8 um, 3,5 um nebo 5,0 um. Tak Ize metody bez problému pievadét v obou smérech. Kolony

Zorbax RRHD se dodavaji s témito stacionarnimi fazemi

— StableBond — faze odolna vuci nizkému pH a vysokym teplotam,
— Eclipse Plus — faze pro dobry tvar piki u bazickych slou¢enin pii stfednim pH,
— Eclipse XDB-C18 — faze pro stiedni oblast pH,
— Extend-C18 — faze vhodna pro extrémné baziské mobilni faze, az do pH 11,5,
— StableBond Aq — vhodna pro 100% vodné mobilni faze,
— HILIC Plus — pro “hilic — chromatografii”.

Kolony se vyrabéji v délkach (50; 100; 150) mm o praméru (2,1; 3,0) mm.

Druhy typ kolon, které doporucuje vyrobce, jsou kolony Agilent Poroshell 120. Jsou to
kolony s ¢asticemi o velikosti 2,7 um. Tyto astice nejsou porovité v celém objemu, ale maji
poérovity pouze povrch. Diky tomu molekuly analytu difunduji pouze do malé¢ hloubky
a kolony poskytuji o (40 — 50) % nizsi zpétny tlak v porovnani s RRHD kolonami. Soucasné
v§ak maji srovnatelnou G¢innost a vysoké rozliSeni a lze je pouzit i pro systémy do 400 bar
a 600 bar. Kolony Poroshell 120 se dodavaji v délkach (30; 50; 75; 100; 150) mm o priméru
(2,1; 3,0; 4,6) mm s fazemi SB-C18, EC-C18 a EC-C8. Pro méfeni vzorkti na UHPLC byly
pouzity tyto ¢tyii kolony

— Zorbax Eclipse Plus-C18, RRHD, (2,1 x 50) mm, 1,8um, (dodana s piistrojem),

— Zorbax Eclipse Plus-C18, RRHD, (3,0 x 100) mm, 1,8um,

— Zorbax SB-C18, RRHD, (3,0 x 100) mm, 1,8um,

— Poroshell 120 EC-C18, (3,0 x 100) mm, 2,7um.
Pro méfeni vzorkli na HPLC byla pouzita kolona Purospher Star, RP-C18, (4,6 x 150) mm,
S pm.

3.3 Postup stanoveni

3.3.1  Postup stanoveni nikarbazinu na HPLC — Agilent 1100

Postupovalo se ptesn¢ podle JJP — ZkouSeni krmiv, postup ¢. 360 — Stanoveni obsahu
nikarbazinu metodou HPLC. Gradient k promyvani kolony se nepouzil, métily se pouze dva

vzorky a kolona byla promyta az po ukonéeni méfeni.
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Separa¢ni podminky jsou uvedeny v tabulce €. 2.

Tabulka €. 2. Separac¢ni podminky.

Kolona Purospher Star, RP-C18, (4,6 x 150) mm, Sum
Mobilni faze Acetonitril/voda, 570/430, (v/v)

Prutok 0,8 ml/min

Teplota 40 °C

Objem nastiiku 10 ul

Retenc¢ni Cas (7 —8) min

Detekce UV, 351 nm

Tlak na koloné 60 bar

Kalibrace

(2,0; 4,0; 8,0; 20) mg/I

3.3.2  Postup stanoveni nikarbazinu na UHPLC — Agilent 1290

Postupovalo se jako v bodé 3.3.1, ale k separaci byly pouzity kolony uvedené v bodé 3.2.

Objem nastiiku byl snizen na 5 pl pro vSechny testované kolony, métilo se pii pratoku (0,2;

0,6; 1,0) ml/min. Zbyvajici separa¢ni podminky byly nezménéné.

4 Vysledky a diskuse

Vysledky méfeni jsou shrnuty v tabulkach ¢. 3 az €. 5.
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Tabulka ¢. 3. Vysledky mérFeni obsahu nikarbazinu na HPLC - Agilent 1100,

akreditovana metoda.

Vzorek Nikarbazin Vzorek Nikarbazin
(mg/kg) (mg/kg)
421-1 42,63 422-1 51669
421-2 41,65 422-2 51039
421-3 43,62 422-3 53662
421-4 43,56 422-4 51580
421-5 42,78 422-5 51480
421-6 44,57 422-6 52558
421-7 43,59 422-7 51779
421-8 43,33 422-8 51823
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Tabulka ¢. 4. Vysledky méfeni obsahu nikarbazinu (mg/kg) na UHPLC — Agilent 1290.

Vaorek Eclipse Plus, (2,1 x 50) mm Eclipse Plus, (3,0x100) mm SB, (3,0 x 100) mm Poroshell 120EC, (3,0x100)
0,2ml 0,6 ml 1,0ml 0,2ml 0,6 ml 1,0ml 0,2ml 0,6 ml 1,0 ml 0,2ml 0,6 ml 1,0 ml

421-1 42,29 41,64 42,90 42,99 42,70 43,00 44,07 43,65 43,56 44,01 44,21 43,69
421-2 42,20 41,34 41,89 41,63 41,53 42,54 41,73 41,73 41,48 41,79 41,89 41,09
421-3 43,81 43,73 43,76 43,57 43,73 43,90 43,95 43,56 43,95 43,70 43,60 43,18
421-4 43,63 43,72 43,51 43,96 43,65 43,75 43,74 43,44 43,24 43,37 43,36 43,00
421-5 42,54 42,08 42,40 42,36 41,97 42,51 42,49 42,49 42,19 42,25 42,20 41,72
421-6 43,38 43,19 43,86 43,64 43,25 43,82 43,07 43,79 43,70 43,76 43,67 43,39
421-7 43,06 42,53 43,30 43,15 42,41 42,89 42,91 42,79 42,84 42,68 42,53 42,27
421-8 42,93 42,92 43,24 43,11 42,44 42,93 43,22 43,10 42,73 43,32 43,03 42,86
422-1 51996 52089 51702 52226 | 52264 | 52436 52257 52568 52363 | 52226 52321 52322
422-2 51024 | 51170 | 50413 51570 | 51269 | 51666 51228 51618 51587 | 51394 | 51389 51445
422-3 53283 53919 53171 53633 53410 | 53821 53774 | 53990 53853 | 53821 53958 54004
422-4 51395 51698 51480 51810 51704 52061 51912 52107 52047 51969 51947 52094
422-5 51558 51791 51503 51808 51702 52114 52006 52253 52076 51958 51957 52137
422-6 52463 52798 52542 52949 52778 | 53187 53120 53307 53246 | 53128 53119 53277
422-7 51747 52243 51940 52351 52162 52999 52976 52966 52843 | 53162 53069 52986
422-8 51960 | 52313 51985 52304 52207 52536 52465 52655 52345 | 52188 52398 52450
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Tabulka €. 5. Porovnani parametri méireni na UHPLC — Agilent 1290.

Parametr

Eclipse Plus, (2,1x50) mm

Eclipse Plus, (3,0x100) mm

SB, (3,0 x 100) mm

Poroshell 120EC, (3,0x100)

02ml | 0,6ml 1,0 ml 0,2ml 0,6 ml 1,0 ml 0,2 ml 0,6 ml 1,0 ml 0,2 ml 0,6 ml 1,0 ml
N 10103 25613 24301 20862

USP 1,205 1,070 1,009 1,088 1,063 1,030 1,081 1,072 1,038 1,167 1,096 1,030

P 173 438 645 89 270 445 93 276 452 56 168 277
RT 1,651 0,550 0,321 5,998 2,067 1,244 5,937 2,028 1,164 5,035 1,670 1,001
LD 0,055 0,074 0,178 0,011 0,059 0,131 0,107 0,142 0,181 0,070 0,058 0,081
LQ 0,183 0,247 0,594 0,038 0,197 0,437 0,360 0,475 0,604 0,235 0,193 0,268
Opakovat. 1,37 1,87 1,57 1,54 1,59 1,33 1,68 1,52 1,68 1,69 1,71 1,82
Nejistota 3,79 4,39 4,42 3,66 3,64 3,76 4,32 3,97 3,94 4,34 4,41 4,30

N — pocet teoretickych pater,

USP Tailing factor — charakterizuje soumérnost piku,

P —tlak (bar),

RT — reten¢ni ¢as (min),

LD — mez detekce (mg/kg),

LQ — mez stanoveni (mg/kg),

Opakovatelnost — relativni (%),

Nejistota — relativni (%).

Vysledky méteni obs hu nikarbazinu na obou pfistrojich jsou statisticky srovnatelné a takeé

vSechny 4 kolony jsou pro danou metodu pouzitelné. Za povSimnuti stoji pfedev§im kolona

Poroshell, ktera je pouzitelnd nejen pro UHPLC, ale i pro HPLC (urena pro tlaky

do 600 bar). Doba analyzy je srovnatelna s RRHD kolonami, ale tlak na koloné o stejnych

rozmérech je ptiblizn€ poloviéni. Pouzitim UHPLC pfistroje doslo v souladu s teoretickymi

predpoklady ke snizeni spotieby rozpoustédel a zkraceni doby analyzy.
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5

Z.avér

Technika UHPLC byla uspésné zavedena do praxe. Vysledky naméfené a vypocitané

pii pfevodu metody “Stanoveni obsahu nikarbazinu metodou HPLC” budou pouzity jako

ptiloha k validacnimu protokolu dané metody. Podobné se postupuje i pti pfevodu ostatnich

metod.

Pouziti stejného sorbentu u kolon pro HPLC a UHPLC dovoluje pfevadéni metod v obou

smerech. Je potieba pouze zménit pritok, velikost nastiiku a dobu analyzy. K vypoctu

je mozné pouzit kalkulator pfevodu metod. Pii vyvoji novych metod se doporucuje pouzit

kratké kolony pro rychlou optimalizaci teploty, pritoku, velikosti nastiiku a dalSich

parametrd. Pro takto optimalizovanou metodu je vyhodné piejit na del$i kolonu pro ziskani

vyssiho rozliSeni.

N
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Vyvoj kalibrac¢ni rovnice na tvrdost zrna a suSinu v celém

zrnu pSenice metodou FT-NIR spektroskopie
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Regionalni oddé¢leni Brno, Hroznova 2, 656 06 Brno
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1 Souhrn

Metodou FT-NIR spektroskopie byly vytvofeny a optimalizovany kalibraéni modely
pro stanoveni obsahu su$iny, N-latek, Skrobu a tvrdosti v pSenici obecné. VSechny vzorky,
U nichz byl znam koncentra¢ni obsah sledovanych parametrii ziskanych pomoci laboratornich
referenéni metod (LRM), pochéazely =z laboratofe odriidového zkuSebnictvi. Ptislusné
kalibracni modely pak byly nasledné ovéfeny pomoci Studentova t testu na porovnani dvou
analytickych metod. Vysledky ukazaly, Ze metoda FT-NIR spektroskopie je vhodna

pro stanoveni obsahu suSiny, N-latek, Skrobu a tvrdosti v pSenici obecné.

2 Uvod

vvvvvv

Vv celé struktute rostlinné vyroby. Maji rozhodujici postaveni ve vyzivé ¢lovéka, protoze patti
mezi hlavni energetickou slozku potravy. V nékterych oblastech svéta jsou téméf vyhradni
potravinou (ryZze). Kromé lidské vyZzivy slouzi celé rostliny nebo zrna ke krmeni
hospodatskych zvifat. Vyhodou vétSiny obilovin je jejich vysoka koncentrace uzitnych

latek [1].

K nejvyznamnéjSim obilovinam patii pSenice, je¢men, Zito, oves, tritikale, ryze, kukufice,
¢irok, proso, mohdr, ¢umiza a amaranthus (laskavec). Z hlediska zpiisobu péstovani,

charakteru produktu a jeho vyuziti se do této skupiny tfadi také pohanka [1].
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Z biologického hlediska obiloviny patii do ¢eledi rostlin lipnicovitych (Poaceae), botanicka

tiida jednodéloznych. Pouze pticlenéna pohanka patii do celedi rdesnovitych (Polygonaceae).

Obiloviny jsou jednoleté plodiny. Jarni formy se seji a sklizeji v jednom vegetaénim obdobi.
Ozimé obiloviny se vysévaji pocatkem podzimu a sklizeji se v 1ét€ nasledujiciho roku.

V soucasné dob&é u nds pfevazuji ozimé formy obilovin. Diky delSi vegetacni dobé
ve srovnani s jarnimi formami maji ozimé obiloviny vétsi Casovy prostor na tvorbu
asimilacniho aparatu a dosahuji vyssiho skliziového vynosu. Ozimé formy jsou rozhodujici

pii p€stovani pSenice obecné, pSenice tvrdé, jemene, zita (vyhradné), tritikale (vyhradné) [1].
Z jarnich obilovin se v CR péstuje psenice, je¢men, oves, kukufice, okrajové proso [2].

V této praci Se vénuje pozornost pSenici obecné.

PSenice obecna
Rod psenice (Triticum L.) nalezi do ¢eledi lipnicovitych (Poaceae). Zahrnuje nékolik druht
a velky pocet forem a odrid. Nejvice produkéné vyuzivané jsou 2 druhy: pSenice obecna

(Triticum aestivum L.) , (obr.1) a pSenice tvrda (Triticum durum) [2].

YV oW

Pienice obecnd je u nas nejrozsifen&jsi plodinou. Zaujima téméf &étvrtinu orné pidy v CR

a polovinu ploch vsech obilovin. Péstuje se ve dvou formach — ozimé (94 %) a jarni (6 %) [2].

Obr ¢. 1. PSenice obecna [3].
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Za pravlast péstovani pSenice se povazuje tzemi Pfedni a Malé Asie. Pocatky péstovani
pSenice tzce souviseji se vznikem zemédélstvi v 10. — 8. tisicileti pi.n.l. Archeologické nalezy
zZ tohoto obdobi dokazuji péstovani pSenice jednozrnky (Triticum monococcum L.) a pSenice
dvouzrnky (Triticum dicoccum). V 6. tisicileti pf.n.l. se jiz zacala péstovat pSenice obecna
(Triticum aestivum L.) a pSenice Spalda (Triticum spelta L.), ktera je znadma jen
z archeologickych nalezi v Evropé. V soucasné dob¢ je péstovani pSenice nejrozsitené;si
Vv Rusku, USA, Kanadé, Indii, Francii, gpanélsku a v Rumunsku, dale v zemich Jizni

Ameriky, Australii a Jizni Africe [1].

Z chemického hlediska psSeni¢né zrno obsahuje primérmé 13,6 % vlhkosti, (10 — 16) %
bilkovin, 63,8 % bezdusikatych extraktivnich latek, 2,20 % tuku, 2,4 % buni¢iny a 2 % popela
[1].

Dusikaté latky jsou souborem latek v rostlinném organismu, které kromé tii zakladnich
biogennich prvkl obsahuji jesté dusik, ¢asto siru a nékdy fosfor. V rostlinach se nalézaji vedle
sebe nizkomolekularni dusikaté latky (aminokyseliny a amidy) a vysokomolekularni latky

(bilkoviny).

Kvalitu bilkovin urcuje slozeni aminokyselin. Zvlast¢ vyznamné jsou tzv. esencialni
aminokyseliny, které lidsky organismus neni schopen syntetizovat a musi je piijimat ve forme
potravy. Patii k nim pfedevSim valin, izoleucin, leucin, threonin, methionin, hystidin, lyzin,

tryptofan a fenylalanin. Obsah a sloZeni bilkovin sleduji pfevazné Slechtitelé [1].

Dalsi podstatnou ¢ast pSeni¢né¢ho zrna tvofi sacharidy, mezi které patii predev§im Skrob,

hemiceluléza a celuloza [1].

Obsah skrobu v pseni¢ném zrnu kolisa od 50 % do 70 % a jeho mnozstvi zavisi stejné jako

mnozstvi bilkovin na odriidé, geografické oblasti a péstitelskych podminkach [1].

PSeni¢né zrno dale obsahuje (1,4 — 1,6) % lipidd, které jsou nerozpustné ve vodé. Kromé
vlastnich tukii se na tvorbé lipidii podileji i1 fosfatidy, jejichz hlavni sloZkou je lecitin, dilezity
pro latkovou vymeénu v lidském a zvifecim organismu.

V pSeni¢ném zrnu se také nachazeji nékteré vyznamné vitaminy — thiamin (B;), riboflavin
(B2), pyridoxin (Bg), kyselina nikotinova (PP), tokoferol (E) a dalsi [1].

Obsah mineralnich latek se v pSeni¢ném zrnu pohybuje pievazné od 1,7 % do 2,0 %.

Z biogennich prvki prevazuji fosfor a draslik [1].
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Hlavni vyuziti pSenice je pro vyrobu chleba (chlebova plodina) ptedstavujici zakladni zdroj
lidské vyzivy. V potravindiském primyslu se pSenice vyuziva také k vyrobé krup, téstovin
a cukratskych vyrobk.

PSenicné Sroty a otruby pfedstavuji vysoce koncentrované krmivo, vhodné pro vSechny druhy
hospodarskych zvirat.

PSenice rovnéz nachazi uplatnéni pti vyrob¢ skrobu a etanolu [1].

Cilem prace bylo vytvofit a optimalizovat kalibra¢ni modely pro stanoveni suSiny, dusikatych
latek (N-latek), Skrobu a tvrdosti metodu NIR spektroskopie a zaroven vyhodnotit moznosti

vyuziti této moderni analytické metody na predikci vybranych parametri v pSenici obecné.

3 Material a metody

3.1  Princip stanoveni suSiny, dusikatych liatek (N-latek), Skrobu

a tvrdosti

Vytvoteni NIR kalibracniho modelu pro dany parametr spoc¢iva ve vztazeni informace ziskané
absorpci v NIR oblasti s hodnotou stanovenou laboratorni referenéni metodou (LRM)

do vzajemného poméru a ziskani regresni zavislosti.

Nasledujici ¢ast stru¢né popisuje klasické laboratorni metody mokré chemie, pomoci kterych
byly ziskdny referenéni hodnoty pouZit¢é pro kalibraci NIR spektrometru. Vysledek

referen¢nich hodnot v kalibraci se uvadi jako primér ze dvou paralelnich stanoveni.

Stanoveni obsahu vlhkosti
Stanoveni obsahu vlhkosti vychazi z normy CSN ISO 712 [4]. Tato norma plati pro stanoveni
vihkosti v obilovinach a vyrobcich z obilovin. Obsah vlhkosti se stanovi vazkové jako ubytek

po vysuseni vzorku pti 130 °C.

Stanoveni obsahu dusikatych latek (N-latek)
Stanoveni obsahu dusikatych latek (hrubého proteinu) vychazi z normy CSN EN ISO 20483

[5]. Norma plati pro stanoveni obsahu dusikatych latek v obilovinach a lusténinach.

Dusikaté latky se stanovi metodou podle Kjeldahla titraéné alkalimetricky (acidimetricky)

po mineralizaci vzorku horkou kyselinou sirovou za pfitomnosti katalyzatoru prevedenim
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nasiran amonny, vytésnénim amoniaku hydroxidem sodnym a jeho piedestilovanim

do kyseliny sirové (borité).

Obsah dusiku se vypocitd z mnozstvi uvolnéného amoniaku a obsah dusikatych latek pak
vynasobenim ziskané hodnoty dusiku odpovidajicim faktorem. Pro stanoveni dusikatych latek

V psenici byl uvedenou normou stanoven prepocitavaci faktor 5,7.
Stanoveni obsahu Skrobu

Stanoveni obsahu $krobu vychéazi z normy CSN EN ISO 10520 [6], ktera plati pro stanoveni

obsahu skrobu v potravinach.

Obsah Skrobu se stanovi polarimetricky po hydrolyze vzorku kyselinou chlorovodikovou
a odstranéni bilkovin Caressovymi cCinidly, polarimetricky zméfenim optické otacivosti

a korekci na opticky aktivni latky rozpustné ve smési etanol-voda.

Stanoveni tvrdosti
Stanoveni tvrdosti zrna vychazi z americké standardni normy AACC 55-30 [7] Index velikosti

Castic pro pSenici (Particle size index — PSI).

Metoda spociva ve standardnim mleti zrna a prosévani na sité 0,075 mm. Nizsi podil propadu
sitem je u tvrd$iho endospermu s niz$i hodnotou PSI %. Zrno se mele na laboratornim mlecim

automatu Buhler MLU 202.
Hodnota PSI se vypocita dle vztahu

PSI % = (hmotnost propadu pod sitem 0,075 mm (g)/hmotnost vzorku (g)) x 100

3.2 Stanoveni metodou NIR spektroskopie

Pro vytvofeni pfesného NIR kalibratniho modelu je obecné zékladnim poZadavkem
dostateény pocet analyzovanych vzorkl. Rozsah analyzovanych vzorki odriidového
zkusebnictvi klasickymi laboratornimi metodami (LRM) je mimotadny. UKZUZ je v ramci
CR unikatnim pracovi§tém zaméfenym na tento typ laboratorniho testovani. Pozadavek
na dostate¢né mnoZstvi vzorkll pro vytvoteni robustnich kalibraénich model byl spolehlivé
splnén. V piipadé€ pSenice bylo prométeno celkem 114 vzorkt pro kalibraci parametru susiny,
174 vzorkl na parametr N-latky, 206 vzorki na parametr Skrob a 220 vzorkl na parametr PSI.
Vzorky pouzité na kalibraci NIR spektrometru pochézely ze vSech regionalnich pracovist

UKZUZ a byly nashromazdény za obdobi asi 2 let.
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Vsechny vzorky pSenice pro stanoveni vSech parametra byly pied méfenim pomlety
na laboratornim mlynku Mill 3100 a nasledné prosety pies sito 1 mm. NIR spektra takto
pfipravenych vzorkii byla nasnimana v kiemennych kyvetach o priméru 3 cm v rezimu
reflektance. NIR méfeni byla provadéna v blizké infracervené spektralni oblasti pfistrojem
Nicolet Antaris s Fourierovou transformaci. Spektralni reflektance udavana jako prumér
ze 120 spekter byla zobrazena jako logaritmus inverzni reflektance (log 1/R) v 0,5 nm
intervalech v rozsahu vinovych délek (1000 — 2500) nm. Kazdy vzorek byl zméten dvakrat.

Pro dalsi vyvoj kalibra¢niho modelu pak bylo pouzito primérné spektrum.

Pro spravny vyvoj NIR kalibratniho modelu je dulezité, aby koncentraéni rozsah
kalibrovaného parametru byl co moznd nejvyssi. Koncentratni rozsahy pro stanovované

parametry ve vzorcich pSenice uvadi tabulka ¢. 1.

Tabulka €. 1. SloZeni vzorki pSenice pouzitych pro kalibraci pristroje Nicolet Antaris
méienych v reflektanci.

Susina N-latky Skrob PSI

(%) (%fs) (%fs) (%)

Nk (pocet vzorki) 114 174 206 220
Minimum 87,57 8,41 61,92 9,20
Maximum 91,37 17,92 73,70 28,70
Pramér 88,81 13,01 67,35 16,07

Dilezitym predpokladem vytvofeni uspésného kalibraéniho modelu je dale skutecnost, Ze
laboratorni referenéni metoda pouzivana pro kalibraci NIR spektrometru je dostate¢né piesna.
Vysledky referenc¢nich hodnot obou parametrii ziskanych klasickymi metodami mokré chemie

jsou prezentovany jako priimér paralelnich stanoveni.

V prvnim kroku pted vlastni regresni tvorbou kalibra¢niho modelu byla na jednotlivé soubory
kalibracnich spekter (vzorkll) aplikovana matematicka korekce spekter SNV, ktera eliminuje
vliv velikosti ¢astic. Tento krok je velmi dulezity u vzorkd, které pred vlastni NIR analyzou
prosly upravou sitovanim. Na takto upravenych NIR spektrech pro vSechny parametry byla
provedena analyza hlavnich komponent, kterd je vhodna pro detekci a urCeni odlehlych
meéfeni vzorkll (spekter). Metodou hlavnich komponent (PCA) byla identifikovana odlehla

meéfeni, ale soucasné¢ bylo ovéfeno, zda timto vyluCovanim nebyly oznaleny dilezité
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kalibra¢ni vzorky (extrémni body, které mohou odpovidat napt. nové plodinové odradé nebo

koncentracni abnormalit€), ¢imz by byla sniZena robustnost vytvafené¢ho kalibra¢niho modelu.

Takto upravené kalibra¢ni soubory pro stanoveni vybranych parametri v p$enici po vylouceni
odlehlych métfeni byly déle korigovany regresni metodou PLS. Nasledné byly jednotlivé
kalibra¢ni modely optimalizovany tak, aby poskytovaly co nejvyssi hodnotu korela¢niho

pfi optimalnim poctu latentnich proménnych (hlavnich komponent) v modelu.

V prubéhu tvorby kalibraéniho modelu byly vybrany vhodné vinové délky, tj. takove,
u kterych se absorpci zafeni v NIR spektru projevila zifejma korelace s laboratorni referencni
hodnotou. Vysledkem optimalizace kalibra¢niho modelu je ziskany graf referen¢nich versus
NIR predikovanych koncentraci (kalibra¢ni zavislost, kalibra¢ni kiivka) a hodnota stfedni

kvadratické chyby predikce RMSECYV a korela¢niho koeficientu R.

4 Vysledky a diskuse

Prvotni snahou prace bylo vytvofit kalibraéni model pro parametr tvrdost (PSI) ve vzorcich
pSenice bez vlastni predipravy vzorki pfed samotnym méfenim metodou NIR spektroskopie.
Diivodem byl fakt, Ze vSechna méteni laboratorni referenéni metodou probihaji externé mimo
pracovisté UKZUZ, kde jsou vzorky upraveny mletim na laboratornim mlynu Buhler 202,
ktery neni sou¢asti vybaveni brnénské laboratore UKZUZ. Proto pro dalsi zjednoduseni
a zrychleni analyzy metodou NIR spektroskopie byla pro vyvoj kalibrace na dany parametr
navrzena moznost vzorky pfed NIR méfenim neupravovat mletim a analyzovat cela zrna
nemletych vzorkl. Kalibraéni model vytvofeny na celych zrnech vzorkd pSenice na parametr
tvrdost byl velmi nespolehlivy. Jeden z nejdilezitéjSich kvalitativnich parametri kalibraéniho
modelu v NIR spektroskopii — korela¢ni koeficient (R) — dosahoval velmi nizké hodnoty
(0,64).

Na zaklad¢ téchto negativnich vysledkt bylo dalsi Gsili zaméfeno na vytvoreni kalibra¢nich
modelil pro vSechny stanovované parametry metodou NIR spektroskopie ve vzorcich pSenice
pfedupravenych standardnim mletim na laboratornim mlynku Mill 3100. Na takto upravenych
vzorcich byly vytvofeny a optimalizovany kalibra¢ni modely pro parametry suSinu, N-latky,

skrob a PSI v pSenici, kalibra¢ni zavislosti jsou zobrazeny graficky na obrazcich ¢. 2 az €. 5.
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20
CETR »
R °
-
9
ﬂ
3 16 .‘
[«}]
Q
(1]
+ 14 1
@
2
o
= 2
. 1 B
-
(=]
X
© 10 ¢
a
8 1 T L L
8 10 12 14 16 18
referenéni koncentrace N-latek (%/s)

Obr. ¢&. 3. Kalibraéni zavislost pro parametr N-latky (%/s).
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Souhrnny ptehled ziskanych kvalitativnich parametrti kalibraénich modelti stanovenych

regresni metodou PLS pro vybrané parametry v pSenici uvadi tabulka ¢. 2.

Tabulka ¢. 2. Kvalitativni parametry kalibra¢nich modeli vzorki psSenice.

Parametr RMSECV R

Susina (%) 0,22 0,98

N-latky (%/s) 0,24 0,99

Skrob (%/s) 1,10 0,92

Tvrdost PSI (%) 1,21 0,97

Legenda:

RMSECV — stiedni kvadraticka chyba predikce (CV - pfiécné validace);

R — korela¢ni koeficient.

Z tabulky ¢. 2 je zfejmé, Ze pro vSechna stanoveni parametrti jako jsou obsah susiny, N-latek,
Skrobu a tvrdosti byly ziskany vysoké hodnoty korelaéniho koeficientu (0,98; 0,99; 0,92;
0,97).

Predik¢ni schopnosti téchto vytvofenych kalibra¢nich modelti pro jednotlivd stanoveni
ve vzorcich pSenice byly ovéfovany na souboru nezavislych vzorkul, které nebyly zahrnuty
do vyvoje kalibraénich modeld. Naslednym porovnanim vysledkt ziskanych LRM a metodou

NIR spektroskopie na testovani shodnosti vysledki se ovéfovala nulovd hypotéza, tzn.,

ze rozdil |)_c p —)?B| neni statisticky vyznamny na zvolené hladiné¢ vyznamnosti o = 0,05.

Pro testovani shodnosti se pouzil Studentiv test t [8]. Vypoctené hodnoty t testu byly
porovnany s kritickou hodnotou t,. Ziskané vysledky pro jednotlivé parametry prezentuje
tabulka ¢. 3.
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Tabulka ¢. 3. Kvalitativni parametry porovnani 2 analytickych metod.

Parametr k X, (LRM) | x, (NIR) o t to(0,05)
Sugina (%) 15 88,007 88,010 0,05 0,10 2,145
N-latky (%/s) 15 13,309 13,286 0,05 0,30 2,145
Skrob (%/s) 15 68,557 68,284 0,05 0,34 2,145
Tvrdost (%) 15 15,360 15,037 0,05 0,27 2,145
Legenda:

k — pocet vzorku,
X, (LRM) — primérna koncentrace ziskana laboratorni referen¢ni metodou;
X, (NIR) — primérna koncentrace ziskana metodou NIR spektroskopie;

o — zvolena hladina vyznamnosti (0,05);
t — vypoctena hodnota Studentova testu t;

t,, — kriticka (tabulkova) hodnota Studentova testu t.

Z tabulky ¢. 3 je ziejmé, Ze vypoétené hodnoty t pro susinu, N-latky a $krob a tvrdost jsou
niz8i oproti tabulkové (kritické) hodnoté t,. Z toho vyplyva, ze metoda NIR spektroskopie
V porovndni s laboratorni referenéni metodou poskytuje statisticky shodné vysledky

pro stanoveni vybranych parametri ve vzorcich pSenice obecné.

5 Zavér

Na dostatecn¢ obsahlém souboru vzorkll pSenice obecné byly optimalizovany kalibraéni
modely pro stanoveni vybranych nutriénich parametrd jako jsou suSina, N-latky, Skrob
a tvrdost metodou FT-NIR spektroskopie.

Z prezentovanych grafti kalibracnich zavislosti a hodnot kvalitativnich parametrdt (RMSECV,
R) vytvotenych kalibra¢nich modeld na vzorcich upravenych standardnim mletim je zifejmé,
ze hodnoty suSiny, N-latek, Skrobu a tvrdosti stanovené laboratorni referencni metodou
predikované metodou NIR spektroskopie spolu vysoce koreluji (R = 0,98; 0,99; 0,92; 0,97).
Zaroven byly ovéfeny predikéni schopnosti kalibracnich modeli a tedy 1 porovnany
2 analytické metody. Prezentované vysledky potvrdily vhodnost metody NIR spektroskopie,

kterou lze doporucit pro predikovani téchto sledovanych parametrit v pSenici obecné.
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