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Stanovení obsahu stimulátorů růstu v hnojivech

Část III.:     5-nitroquajakolát sodný
para-nitrofenolát sodný

orto-nitrofenolát sodný

Lydie Dudíková, Pavel Šíma

Ústřední kontrolní a zkušební ústav zemědělský, Regionální laboratorní oddělení Praha, 

Za opravnou 4, 150 06 Praha-Motol

E-mail: pavel.sima@ukzuz.cz
1. Úvod


První etapa řešení tohoto úkolu byla uzavřená v roce 2000 a týkala se stanovení kyseliny nikotinové a (-naftyloctové. V roce 2001 bylo ověřeno stanovení            4 - hydroxyacetanilidu.

Tato třetí část obsahuje stanovení velmi často používaných nitrofenolátů sodných, jako účinných látek ve stimulátorech růstu, jejichž metody zkoušení nejsou publikovány v příslušné Vyhlášce MZe ČR.


Cílem práce je navržené metody stanovení obsahu stimulátorů odzkoušet, optimalizovat podmínky stanovení stimulátorů růstu metodou HPLC a po ověření zahrnout do Jednotných pracovních postupů ÚKZÚZ.


Je známo, že růstové hormony a stimulátory růstu přispívají ke zdravému růstu rostlin  a umožňují rychlejší klíčení semen, podporují tvorbu sacího kořenového systému rostlin   a zároveň tyto přípravky podporují imunitu rostlin.(1-3)
Testovaným přípravkem byl Atonik, výrobce ASAHI CHEMICAL CO.LTD, Japonsko, s účinnou látkou para-nitrofenolát sodný (PNF), orto-nitrofenolát sodný (ONF)                   a 5-nitroquajakolát sodný (5-QUA). Metoda stanovení byla odzkoušená na třech výrobcích s obchodním názvem (4-5):

 Atonik - PRO o složení:        PNF (9 g/kg),    ONF (6 g/kg),   5- QUA(3 g/kg)

 Atonik                                   PNF (3 g/kg),    ONF (2 g/kg),   5- QUA(1 g/kg)

 Racine                                   PNF (1,5 g/kg), ONF (1 g/kg),   5-QUA(0,5 g/kg)

2. 
Stanovení o- a p- nitrofenolátu sodného a 5-nitroquajakolátu sodného ve stimulátorech růstu metodou HPLC

    2.1. Definice

Nitrofenoly a quajakol se používají  jako stimulátory růstu ve formě sodných solí.   
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Spolu s těmito látkami se vyskytují i doprovodné nečistoty, které obsahují                     2,4 - dinitrofenolát sodný, 2,6 - dinitrofenolát sodný a 3 - nitroquajakolát sodný. Všechny tyto látky se stanoví metodou vysokoúčinné kapalinové chromatografie na reverzní fázi C 18 po extrakci v okyseleném methanolu, s UV detekcí při vlnové délce 345 nm.

  2.2. Chemikálie a zkušební pomůcky

2.2.1  Methanol, HPLC grade

2.2.2  0,2 % kyselina fosforečná ( H3PO4 ,( = 1,71 kg/l), (1.4 ml H3PO4 / 1000 ml H2O)

2.2.3  Diisopropylether p.a.

2.2.4  Mobilní fáze: Methanol + 0,2 % kyselina fosforečná + diisopropylether  

   (260 ml + 230 ml + 10 ml)

2.2.5   Základní standardy:  o - nitrofenol, p - nitrofenol, 5 – nitroquajakol (ASAHI 

           CHEMICAL MFG.CO.,LTD., Ikomagun Nara, Japonsko)

2.2.6   Základní standardy nečistot: 2,4 - dinitrofenol, 2,6 - dinitrofenol, 3 - nitroquajakol

2.2.7   Příprava základního standardu: Do odměrné baňky na 50 ml se odváží přesně

           600 mg  orto-nitrofenolu (1-hydroxy-2-nitrobenzen, Mr= 139,11, C6H5NO3)

           900 mg  para-nitrofenolu (1-hydroxy-4-nitrobenzen, Mr= 139,11, C6H5NO3)

           300 mg  5 - nitroquajakolu (1-hydroxy-5-nitrofenol, Mr= 170,13, C7H8O4N)

             50  mg  2,4 - dinitrofenolu

             50  mg  2,6 - dinitrofenolu

             50  mg  3 - nitroquajakolu

           a po rozpuštění v methanolu, se doplní po značku.

          1 ml tohoto základního standardu obsahuje 12 mg o-nitrofenolu
                                                                                     18 mg p-nitrofenolu

                                                                                       6 mg 5-nitroquajakolu

                                                                                       1 mg nečistot

2.2.8   Vysokoúčinný kapalinový chromatograf s UV detekcí.

    2.3. Pracovní postup

    2.3.1 Extrakce

     Do 50 ml odměrné baňky se naváží 15 g vzorku  a doplní se po značku mobilní fází (2.2.4). Roztok se zfiltruje přes membránový filtr 0.45 ( a čirý filtrát se použije k přímému nástřiku na chromatografickou kolonu.

    2.3.2 Kalibrace

    Pro potřeby sestrojení kalibrační křivky se naředí základní standardní roztok 10 x.

Do sady odměrných baněk na 50 ml se odpipetuje postupně 1,0 – 2,5 – 5,0 ml tohoto zředěného pracovního standardu a po promíchání se doplní po značku mobilní fází (2.2.4). Takto připravená sada kalibračních roztoků odpovídá:

   12,0 – 30,0 -   60,0 (g / ml      5-nitroquajakolu

   24,0 – 60,0 – 120,0 (g / ml      orto-nitrofenolu

   36,0 – 90,0 – 180,0 (g / ml      para-nitrofenolu

   2,0 – 5,0 – 10,0 (g / ml nečistot (2,4 - dinitrofenol,  2,6 - dinitrofenol,  3 - nitroquajakol)

     Nitrofenoly a nitroquajakoly se vyjadřují jako sodné soli. Naměřenou hodnotu je nutné násobit faktorem pro přepočet na sodnou sůl:

orto a para - nitrofenol             1,16
3 a 5 - nitroquajakol                 1,13
2,4 a 2,6- dinitrofenol              1,11

     Z průměrných hodnot jim odpovídajících ploch píků se sestrojí jednotlivé kalibrační křivky (viz obrázek č. 1).

    2.3.3 Chromatografické podmínky HPLC měření

    Vlastní měření, jak kalibračních roztoků tak i extraktů zkušebních vzorků, se provádí za následujících separačních podmínek chromatografického systému (viz obrázek č. 2) :

Kolona: Symmetry Shield  RP 18   250 x 4,6 mm, 5(m, firmy Waters

Mobilní fáze: viz 2.2.4  (pH 2,82)

Průtok: 0,8 ml / min

Teplota: okolí

UV-detektor: 345 nm

Objem nástřiku: 10 (l

Ret. Time

                3 - nitroquajakol     9,40 min

                p - nitrofenol           12,0 min

               o - nitrofenol            13,5 min

Run Time: 15 min (pro uvedenou kolonu)  

    2.3.4 Výpočet

    Obsah jednotlivých nitrofenolátů  (X)  vyjádřený v mg.kg-1 se vypočítá podle vzorce:   
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    3. Interpretace validačních parametrů

    3.1. Vliv vlnové délky
     Jako první ověřovaný faktor, byl vliv vlnové délky na velikost a tvar stanovovaných píků. Pomocí spektrální analýzy se ukázalo, že každá ze stanovovaných látek, má své maximum při jiné vlnové délce. Spektrum bylo scanováno v rozmezí ( = 260 – 360 nm.

5-nitroquajakol vykazoval maximum při ( = 343 nm

para-nitrofenol měl dvě maxima a to při ( = 275 a ( = 347 nm

orto-nitrofenol vykazoval maximum při ( = 315 nm.

     Jako kompromis byla zvolena vlnová délka ( = 345 nm, při které byly odezvy všech tří komponent velmi dobré. (viz obrázek č.3).


Na obrázku č. 4 - 6 je ukázána detailní informace o jednotlivých pících.

Kapacitní faktor, který charakterizuje použitý chromatografický systém vzhledem k jeho mrtvému objemu, má být podle FDA větší než 2.

Faktor chvostování, který charakterizuje stupeň chvostování píků v chromatografii má být podle obecného požadavku menší než 2.

Počet teoretických pater, který charakterizuje separační schopnost použité chromatografické kolony má mít hodnotu N větší než 2000.

Rozlišení, které charakterizuje stupeň separace sousedních píků v chromatografii, má mít podle FDA hodnotu R větší než 1,5.

     Všechny tři stanovované látky splňují tyto podmínky za dodržení chromatografických podmínek uvedených v odstavci 2.3.3.


3.2. Vliv složení mobilní fáze

     Při tomto pokusu byl ověřován vliv složení mobilní fáze na velikost a tvar píků. Bylo použito 6 různých mobilních fází o různém složení. Na obrázku č. 7 jsou uvedeny dva extrémní případy. Složení mobilní fáze neovlivňovalo ani velikost ani tvar píků, pouze se měnil retenční čas. Jako optimální se jeví mobilní fáze o složení 260 ml methanolu + + 230 ml 0,2% H3PO4 + 10 ml diisopropyletheru. Celková doba analýzy je v tomto případě 15 minut, na rozdíl od mobilní fáze o složení 245 ml methylalkoholu + 245 ml 0,2 % H3PO4 + + 10 ml diisopropyletheru, kde se délka analýzy protáhne až na 25 minut. Při požadavku na stanovení nečistot, je vhodné použít pomalejší mobilní fázi, pro lepší separaci jednotlivých píků. (viz obr. č. 2)


3.3. Citlivost
     Citlivost je podle IUPAC dána změnou signálu, vyvolanou změnou validované vlastnosti (tj. směrnicí kalibrační přímky). V tabulce č. 1 jsou uvedeny naměřené hodnoty kalibrační přímky.

Tabulka č. 1.

Kalibrační úroveň
5-nitroquajakol

para-nitrofenol

orto-nitrofenol



(g/ml
plocha 
(g/ml
plocha 
(g/ml
plocha 

1
13,50
318376
41,30
352838
27,77
969313

2
33,76
799799
103,24
852753
69,43
2404551

3
67,52
1635646
206,48
1747445
138,86
4912007

4
87,78
2122973
268,43
2231135
180,52
6358685

5
121,54
3141660
371,67
3335062
249,96
9364912

6
135,05
3415279
412,96
3749676
277,73
10161038

Na obrázku č. 8 jsou jednotlivé kalibrační přímky.

     Citlivost analytické metody daná směrnicí kalibrační přímky je pro jednotlivé analyty tato:

Pro   5-nitroguajakol činí tato hodnota    25845,5  (plocha/mg)

         para-nitrofenol                                  9138,7  (plocha/mg)

         orto-nitrofenol                                 37323,9  (plocha/mg)


3.4. Linearita

     Linearita, podobně jako citlivost byla určena z hodnot naměřených v kalibrační přímce uvedených v tabulce č. 1. Ke statistickému vyhodnocení linearity bylo použito QC testu. Vypočtené hodnoty jsou uvedeny v tabulce č. 2.

Tabulka č. 2.

parametr
5-nitroquajakol
para-nitrofenol
orto-nitrofenol

Vypočtený R
0,9991
0,9984
0,9992

R k testování
0,99
0,99
0,99

Vypočtený QC
2,76
3,74
2,58

QC k testování
5
5
5

     U všech tří látek byla na základě hodnot korelačního a QC koeficientu prokázána linearita metody.


3.5. Mez stanovitelnosti a mez detekce

     Mez detekce je úroveň, nad kterou lze odezvu vzorku odlišit od odezvy slepého pokusu. Mez stanovitelnosti je úroveň, nad kterou lze věrohodně provést kvantitativní stanovení. Tyto hodnoty byly vypočteny programem Effi Validation 3.0 (6)  z hodnot uvedených v tabulce č. 1.

Výsledky jsou shrnuty v tabulce č. 3.

Tabulka č. 3.

Validační parametr
5-nitroquajakol
para-nitrofenol
orto-nitrofenol

Mez detekce
45,6 mg/kg
187,7 mg/kg
88,3 mg/kg

Mez stanovitelnosti
80
400
200

Rozsah
80-1500 mg/kg
400-5000 mg/kg
200-3000 mg/kg


3.6. Opakovatelnost
     Opakovatelnost charakterizuje rozptýlení validované vlastnosti kolem střední hodnoty, které způsobují náhodné chyby. Stanovení opakovatelnosti bylo provedeno z deseti navážek jednoho vzorku hnojiva. Naměřené hodnoty jsou uvedeny v tabulce č. 4.

Tabulka č. 4.

Číslo měření
5-nitroquajakol (mg/kg)
para-nitrofenol (mg/kg)
orto-nitrofenol (mg/kg)

1
975,06
3205,15
2127,55

2
1004,33
3276,55
2205,75

3
965,81
3204,90
2116,10

4
1016,30
3331,80
2212,75

5
1028,00
3368,15
2233,90

6
947,67
3138,60
2046,55

7
1010,35
3347,95
2216,95

8
998,84
3238,05
2174,15

9
1023,40
3341,40
2213,70

10
1053,70
3379,50
2281,00

     Po vyhodnocení programem Effi Validation 3.0, vyšly hodnoty opakovatelnosti pro


5-nitroquajakol            3,17% relativních


para-nitrofenol             2,70% relativních


orto-nitrofenol             3,10% relativních

     U všech analytů byla potvrzena hypotéza o normalitě dat.


3.7. Selektivita

     Selektivita charakterizuje schopnost metody selektivně měřit validovanou vlastnost. Pokud je metoda selektivní, je vliv interferentů (matrice) na výsledek měření nevýznamný. K vyhodnocení selektivity byla použita metoda porovnání kalibračních přímek čistých standardů a komerčně vyráběného přípravku Atonic. t-testem byly statisticky vyhodnoceny směrnice takto získaných kalibračních přímek. Naměřené hodnoty kalibračních přímek jsou uvedeny v tabulce č. 1 a č. 5. V tabulce č. 6 jsou uvedeny hodnoty t-testu.

Tabulka č. 5.

Kalibrační úroveň
5-nitroquajakol

para-nitrofenol

orto-nitrofenol



(g/ml
plocha 
(g/ml
plocha 
(g/ml
plocha 

1
21,66
490662
70,10
555911
46,32
1488466

2
43,32
1009606
140,21
1141655
92,64
3050173

3
64,98
1510528
210,31
1709533
138,96
4560641

4
86,64
1893168
280,41
2155887
185,28
5678524

5
108,30
2556307
350,51
2884801
231,60
7627206

6
129,96
2885619
420,62
3281891
277,93
8570134

Tabulka č. 6.

Určovaná látka
Směrnice bez interferentu
Směrnice s interferentem
t- vypočtené
t-kritické
Hypotéza

5-nitroquajakol
4355,179263
737,9501385
2,658
2,776
přijata

para-nitrofenol
367,2065025
657,0395798
2,029
2,776
přijata

orto-nitrofenol
974,5970895
173,1373831
2,713
2,776
přijata

     Analytická metoda poskytovala pro testovaný interferent selektivní výsledek.


3.8. Správnost

     Správnost charakterizuje shodnost výsledků měření validované vlastnosti s deklarovanou referenční hodnotou. Správnost byla dále zjišťována testem výtěžnosti, kdy k přesné navážce vzorku se zjištěným obsahem určované látky bylo postupně přidáváno různé množství čisté látky (ve třech různých hladinách přídavku – 40, 80 a 120 %) a zpětně vypočítaná výtěžnost. Výsledky jsou uvedeny v tabulkách č. 7 – 9.

Tabulka č. 7.: Ověření výtěžnosti  5 - nitroquajakolu

Deklarovaná hodnota
Naměřená hodnota
Výtěžnost (%)
t-vypočtené
t-kritické

450,16
403,80
89,70
0,877
12,706

450,16
461,50
102,52
5,040
12,706

450,16;
455,95
101,29
5,264
12,706

900,32
908,35
100,89
1,306
12,706

900,32
982,95
109,18
8,432
12,706

900,32
937,00
104,07
4,145
12,706

1350,47
1197,50
88,67
12,386
12,706

1350,47
1389,90
102,92
3,272
12,706

1350,47
1221,80
90,47
3,229
12,706

Tabulka č. 8.: Ověření výtěžnosti  para-nitrofenolu

Deklarovaná hodnota
Naměřená hodnota
Výtěžnost (%)
t-vypočtené
t-kritické

1376,54
1267,30
92,06
4,301
12,706

1376,54
1454,40
105,66
1,750
12,706

1376,54
1393,85
101,26
4,274
12,706

2753,10
2654,85
96,43
5,000
12,706

2753,10
3091,45
112,29
3,950
12,706

2753,10
2932,55
106,52
5,446
12,706

4129,65
4087,10
98,97
0,391
12,706

4129,65
4487,35
108,66
11,633
12,706

4129,65
3940,65
95,42
5,842
12,706

Tabulka č. 9.: Ověření výtěžnosti  orto-nitrofenolu

Deklarovaná hodnota
Naměřená hodnota
Výtěžnost (%)
t-vypočtené
t-kritické

925,76
735,35
79,43
12,206
12,706

925,76
922,45
99,64
0,140
12,706

925,76
946,90
102,28
2,214
12,706

1851,53
1714,65
92,61
7,958
12,706

1851,53
2007,25
108,41
4,975
12,706

1851,53
1951,88
105,42
8,558
12,706

2777,30
2517,80
90,66
4,045
12,706

2777,30
2890,55
104,08
3,432
12,706

2777,30
2429,26
87,47
10,774
12,706

     Analytická metoda poskytuje statisticky správné výsledky.


4. Souhrnné výsledky validace

Validační parametr
Validační hodnota

    5-nitroquajakol              p-nitrofenol                o-nitrofenol

opakovatelnost
3,2 % relat.
2,7 % relat.
3,1 % relat.

reprodukovatelnost
6,4 % relat.
5,4 % relat.
6,2 % relat.

správnost
správnost metody prokázána

linearita
linearita metody prokázána

rozsah
80 – 1500 mg/kg
400 – 5000 mg/kg
200 – 3000 mg/kg

mez detekce
45,6 mg/kg
187,7 mg/kg
88,3 mg/kg

mez stanovitelnosti
80
400
200

selektivita
selektivita metody prokázána

citlivost
25845,5
9138,7
37323,9

nejistota
12,5 % relat.
10,6 % relat.
12,1 % relat.

5. Závěr

     V rámci vývojového úkolu VÚ A2-2002 - Stanovení obsahu stimulátorů růstu v hnojivech byly stanoveny tyto validační parametry:

a) opakovatelnost

b) správnost

c) selektivita

d) linearita

e) citlivost

f) mez stanovitelnosti


g)  mez detekce


h)  nejistota

     Zjištěné validační parametry prokázaly způsobilost ověřované metody k používání v rámci laboratorního odboru a její zahrnutí do Jednotných pracovních postupů ÚKZÚZ. 
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Obr. €. 1 - Kalibracni pfimky jednotlivych analyti
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Analysis Report

Name: Calibration 01 Vial: 51 Injection: 1 of 1
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System: Reprocess Analyst: Danlyd PC1000 Ver 3.0.3
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Obr. ¢. 2 — Chromatogram
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Obr.C. 3 — Zavislost velikosti a tvaru piku na vinové délce
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Obr.¢. 4 — Detailni popis piku S-nitrogajakolu
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Stanovení obsahu stimulátorů růstu v hnojivech

             Část IV : 
Kyselina antranilová

Kyselina salicylová



   Paracetamol

Lydie Dudíková, Pavel Šíma

Ústřední kontrolní a zkušební ústav zemědělský, Regionální laboratorní oddělení Praha, 

Za opravnou 4, 150 06 Praha-Motol

E-mail: pavel.sima@ukzuz.cz
1. ÚVOD


Tato část navazuje na vývojové úkoly z let 2000 až 2002. První etapa řešení tohoto úkolu byla uzavřená v roce 2000 a týkala se kyseliny nikotinové a kyseliny (-naftyloctové. V roce 2001 bylo ověřeno stanovení 4-hydroxyacetanilidu a posléze v roce 2002 šlo o stanovení často používaných nitrofenolátů sodných a nitroguajakolátu sodného.


Tato čtvrtá část se věnuje stanovení kyseliny antranilové a kyseliny salicylové, spolu s paracetamolem a acetanilidem, které se používají jako účinné látky ve stimulátorech růstu. Metody zkoušení těchto látek nejsou publikovány v příslušné Vyhlášce Mze ČR. Následující, pátá část, by měla obsahovat stanovení kyseliny 3- indolylmáselné a kyseliny 3-indolyloctové.
 


     Cílem práce je navržené metody stanovení obsahu stimulátorů odzkoušet, optimalizovat podmínky stanovení stimulátorů růstu metodou HPLC a po ověření zahrnout do Jednotných pracovních postupů ÚKZÚZ.

     Testovaným přípravkem byl výrobek Almiron, výrobce firma Almiro, Ing. Michal Rokos, 

793 23 Karlovice 1051,  s účinnou látkou kyselina antranilová, kyselina salicylová

a paracetamol.

2. STANOVENÍ KYSELINY ANTRANILOVÉ , KYSELINY SALICYLOVÉ A PARACETAMOLU METODOU HPLC VE STIMULÁTORECH RŮSTU

2.1  ÚČEL A ROZSAH

Tento předpis popisuje stanovení kyseliny antranilové, kyseliny salicylové a paracetamolu ve stimulátorech růstu. Regulátor růstu rostlin2 je založený na principu využití prekurzorů, které jsou v rostlinách přeměňovány na aktivní fytohormony přirozeného původu, v množstvích žádoucích pro dané stadium organogeneze3. Pro účely této metody se chemicky jedná o:
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Kyselina antranilová (o-aminobenzoová kyselina) Mr = 137,1 g.mol-1, sumární vzorec C7H7NO2 [CAS 118-92-3], strukturní vzorec:

[image: image27.wmf] 

Kyselina salicylová (o-hydroxybenzoová kyselina) Mr = 138,12 g.mol-1, sumární vzorec C7H6O3 [CAS 69-72-7], strukturní vzorec: 

[image: image28.wmf] 

Paracetamol (p-hydroxyacetanilid; 4-acetamidofenol) Mr = 151,2 g.mol-1, sumární vzorec C8H9NO2 [CAS 103-90-2], strukturní vzorec: 
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Acetanilid (N-fenylacetamid) Mr = 135,16 g.mol-1, sumární vzorec C8H9NO, strukturní vzorec:

2.2  PRINCIP

Kyselina antranilová a salicylová, spolu s paracetamolem, se stanoví po extrakci ve vodném roztoku pomocí vysokoúčinné kapalinové chromatografie na reverzní fázi s použitím UV detekce, při vlnové délce λ = 230 nm. Acetanilid je v této metodě používán jako vnitřní standard.

2.3  CHEMIKÁLIE

2.3.1    Kyselina antranilová – referenční standard

2.3.2    Kyselina salicylová – referenční standard

2.3.3    Paracetamol – referenční standard

2.3.4    Acetanilid – vnitřní standard

2.3.5    0,01 M hydrogen síran tetrabutylamonia – činidlo iontových párů (dále TBAHS)

           (Sigma, kat.č.15,583-7). Do odměrné baňky na 1000 ml se odváží  3,4 g TBAHS 

            a doplní se po značku vodou.

2.3.6   Dihydrogenfosforečnan draselný, p.a.

2.3.7   Hydroxid sodný, p.a.

2.3.8   Methanol, HPLC grade

2.3.9   Příprava fosfátového pufru: V odměrné baňce na 1000 ml se postupně smísí 100 ml  0,1 M  KH2PO4  (tj. 1,34 g/100 ml) s 200 ml redestilované vody a 200 ml  methanolu  (2.3.8), přidá se 5 ml 0,01 M roztoku hydrogen síran tetrabutylamonia. Připravený pufr se upraví na pH = 7,0 ± 0,1 

         0,1 M NaOH. 

2.3.10  Mobilní fáze:   30,0% připraveného fosfátového pufru (2.3.9) 

                                 + 30,0 % methanolu (2.3.8) + 40% redestilované vody

2.4  POMŮCKY A PŘÍSTROJE
2.4.1  Vysokoúčinný kapalinový chromatograf s UV detekcí

2.4.2  Laboratorní třepačka

2.4.3  Odměrné baňky na 50, 1000 ml

2.4.4  Membránový filtr 0,45μm

2.5  PRACOVNÍ POSTUP

2.5.1 Extrakce

Do 50 ml odměrné baňky se odpipetuje 1 ml (≈ 1 g) testovaného vzorku (koncentrátu), zředí se asi 25 ml destilované vody a přidá se 1 ml roztoku vnitřního standardu (2.3.4). Baňka se doplní po rysku. Takto připravený vzorek se použije k nástřiku na chromatografickou kolonu. Výsledný faktor zředění je 50. Je vhodné před nástřikem na kolonu vzorek přečistit na membránovém filtru (2.4.4).

2.5.2 Kalibrace
Zásobní roztoky standardů: Do odměrných baněk o objemu 100 ml se odváží přesně 0,1 g kyseliny antranilové (2.3.1), 0,1 g kyseliny salicylové (2.3.2), 0,1 g paracetamolu (2.3.3) a 0,1 g acetanilidu (2.3.4). (Je lepší si připravit každý standard zvlášť) Látky se rozpustí přídavkem 50 ml methanolu a doplní se redestilovanou vodou po rysku. Získané roztoky mají shodnou koncentraci  c = 1 g.l-1.

Kalibrační řada standardů: Do 25 ml odměrných baněk se postupně odpipetuje      1,0 – 2,0 – 3,0 ml standardních roztoků kyselin a paracetamolu. Do každé odměrné baňky se přidá 1 ml vnitřního standardu o konc. 1 g.l-1 a doplní se redestilovanou vodou po rysku. Takto připravená sada odpovídá koncentracím  40,0 – 80,0 – 120,0  (g.ml-1 .

2.5.3 Chromatografické podmínky měření

Vlastní měření kalibračních roztoků i extraktů zkušebních vzorků se provádí za následujících podmínek :

Kolona: RP 18 Symmetry Shield,  250 x 4,6 mm,  5 (m, fy Waters

Mobilní fáze: viz. 2.3.10 

Průtok: 0,7 ml.min-1
Nástřik: 5(l

Teplota: okolí

Detekce: Diode array  UV  ( = 230 nm

Retenční časy (pro uvedené podmínky):
Kyselina antranilová          4,5 min





                     
Kyselina salicylová            5,3 min






                      
Paracetamol                        7,1 min






                      
Acetanilid                         14,3 min

Separace jednotlivých látek při uvedených podmínkách je uvedena  na obr.č. 1.



2.6 VÝPOČET

Obsah jednotlivých kyselin (X) vyjádřený v mg.kg-1 se vypočítá podle vzorce:                                                         
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kde:  c    je koncentrace jednotlivých látek odečtených z kalibračního grafu v mg/l

         V   objem extrakčního činidla v ml

         ma hmotnost zkušebního vzorku v g

         R   faktor ředění

3. Interpretace validačních parametrů

3.1 Optimalizace parametrů pro HPLC stanovení

3.1.1 Vliv vlnové délky

Vliv vlnové délky na velikost a tvar stanovovaných píků4,5, byl první ověřovaný faktor. Pomocí spektrální analýzy se ukázalo, že každá ze stanovovaných látek má své maximum při jiné vlnové délce. Spektrum bylo scanováno v rozmezí ( = 220 – 265 nm

Kyselina antranilová (o-aminobenzoová) vykazovala maximum při ( = 239 nm

Kyselina salicylová (o-hydroxybenzoová) vykazovala maximum při ( = 227 nm

Paracetamol (p-hydroxyacetanilid, amidofenol) vykazoval maximum při ( = 246 nm.

Jako kompromis byla zvolena vlnová délka ( = 230 nm, při které byly odezvy všech tří komponent velmi dobré a velikostně shodné (viz obrázek č. 2).

Na obrázku č. 3 až 5 jsou ukázány detailní informace o jednotlivých pících, které jsou shrnuty v tabulce č. 1. Všechny tři stanovované látky splňují teoretické požadavky při dodržení chromatografických podmínek uvedených v odst. 2.5.3.

Tabulka č.1 

Stanovovaná látka
Kapacitní faktor
Faktor chvostování
Počet teoret. pater
Rozlišení


Teorie > 2
Teorie < 2
Teorie > 2000
Teorie > 1,5

Antranilová
4,009
1,4721
2617
2,56

Salicylová
5,4823
1,6075
4441
3,78

Paracetamol
7,9716
1,3637
6758
6,03

3.1.2 Vliv složení mobilní fáze

Při tomto pokusu byl ověřován vliv složení mobilní fáze na velikost a tvar píků. Byly použity tři  různé mobilní fáze. Složení je uvedeno v tabulce č. 2.

Tabulka č. 2 


Fosfátový. pufr 

(objemová %)
Metanol 

(objemová %)
Voda 

(objemová %)

Mobilní fáze č. 1
20
50
30

Mobilní fáze č. 2
33
33
33

Mobilní fáze č. 3
30
30
40

Na obrázku č. 6 a č. 7 jsou uvedeny dva extrémní případy. Mobilní fáze č. 1 se ukázala jako naprosto nevhodná, protože nedošlo k rozdělení kyseliny antranilové od kyseliny salicylové. Mobilní fáze č. 2 a č. 3 byly obě vyhovující. Lišily se pouze v retenčních časech. Velikost a tvar píků složení mobilní fáze neovlivňovalo. Pro její snadnější přípravu byla zvolena do pracovního postupu mobilní fáze č. 3.

3.1.3 Vliv teploty


Pro ověřování vlivu teploty byla proměřena spektra při teplotě okolí, a posléze

 od 25o C po 5o C až do teploty 50o C. Ukázalo se, že se zvyšující se teplotou, a to už při

25o C, dochází ke špatnému dělení kyseliny antranilové a salicylové (obr.č. 8). Je tedy nutno měřit při teplotě okolí.

3.1.4 Výběr chromatografické kolony

Bylo testováno 6 různých kolon od různých výrobců. Jejich přehled je uveden v tabulce č. 3.

Tabulka č. 3 
Typ kolony
Rozměry
Výrobce

Nova-Pak  C 18
4(m, 3,9 x 300 mm
Milipore

Nova- Pak  C 18
5(m, 3,9 x 150 mm
Waters

Symmetry Shield

RP 18
5(m, 4,6 x 250 mm
Waters

X-Terra RP 18
5(m, 3,9 x 150 mm
Waters

Zorbax  Eclipse XDB-C8
4(m, 4,6 x 150 mm
HPST

Zorbax  Eclipse XDB-C18
4(m, 4,6 x 150 mm
HPST

Jako naprosto nevhodné se projevily kolony Nova-Pak  C18  3,9 x 150 mm (viz obr. 9) 

a kolona Zorbax Eclipse XDB-C8. Jako vyhovující se jevila kolona Symmetry Shield RP 18 , 5(m, 4,6 x 250 mm. U kolon X-Terra a Zorbax sice došlo k velmi dobrému rozdělení kyseliny antranilové a salicylové, ale nebyl detekován paracetamol.

3.1.5 Ověření standardů


Vzhledem k tomu, že byly k dispozici tři druhy standardů pro kyselinu antranilovou, byla ověřována jejich účinnost na čtyřech vzorcích Almironu. Šlo o standard dodaný výrobcem ( bez udání původu), standard od firmy Fluka s 98,0 % účinností a standard firmy Merck. Výsledky stanovení obsahu kyseliny antranilové (o-aminobenzoové kyseliny) jsou uvedeny v tabulce č. 4 a vyplývá z ní, že všechny tři standardy poskytují shodné výsledky.

Tabulka č. 4  


Deklarace (g/l)

Kyseliny antranilové
Nalezeno (g/l)



Standard původní
Standard  

firmy Fluka
Standard 

firmy Merck

Almiron 01
neuvedena
0,464
0,423
0,438

Almiron 02
0,4 - 0,6
0,434
0,477
0,476

Almiron 03
1,023
1,005
1,002
1,001

Almiron 04
0,521
0,523
0,518
0,508

3.2 Citlivost


Citlivost je podle IUPAC dána změnou  signálu, vyvolanou změnou validované vlastnosti (tj. směrnicí kalibrační přímky). V tabulce č. 5 jsou uvedeny naměřené hodnoty kalibrační přímky.

Tabulka č. 5

Kalibrační úroveň
Kyselina antranilová

Kyselina salicylová

Paracetamol



(g/ml
plocha 
(g/ml
plocha 
(g/ml
plocha 

1
10,4
242667
10,12
119803
10,4
352420

2
20,8
512163
20,24
243281
20,8
703484

3
41,6
1000881
40,48
512008
41,6
1435766

4
83,2
2019335
80,96
1038300
83,2
2776774

5
124,8
3004157
121,44
1518595
124,8
4149756

6
187,2
4623832
182,16
2437799
187,2
6196778

Na obrázku č. 10 jsou jednotlivé kalibrační přímky.

Citlivost analytické metody daná směrnicí kalibrační přímky je pro jednotlivé analyty tato:

Pro kyselinu antranilovou činí tato hodnota                 24673,7  (plocha /mg)

Pro kyselinu salicylovou                                               13476,0  (plocha /mg)

Pro paracetamol                                                             33283,7  (plocha /mg)


3.3 Linearita


Linearita, podobně jako citlivost, byla určena z hodnot naměřených v kalibrační přímce uvedených v tabulce č. 5. Ke statistickému vyhodnocení linearity bylo použito QC testu,  vypočtené hodnoty jsou uvedeny v tabulce č. 6. 

Tabulka č. 6

Parametr
Kyselina antranilová
Kyselina salicylová
Paracetamol

Vypočtený R
0,99989
0,99951
0,99997

R k testování
0,99000
0,99000
0,99000

Vypočtený QC
1,32
2,83
0,68

QC k testování
5
5
5

U všech tří látek byla na základě hodnot korelačního a QC koeficientu prokázána linearita metody.


3.4 Mez stanovitelnosti a mez detekce


Mez detekce je úroveň, nad kterou lze odezvu vzorku odlišit od odezvy slepého pokusu. Mez stanovitelnosti je úroveň, nad kterou lze věrohodně provést kvantitativní stanovení. Tyto hodnoty byly vypočteny programem Effi Validation 3.0 z hodnot uvedených v tabulce č. 5.

Výsledky jsou shrnuty v tabulce č. 7.

Tabulka č. 7

Validační parametr
Kyselina antranilová
Kyselina salicylová
Paracetamol

Mez detekce
6,11 mg/kg
12,46 mg/kg
3,18 mg/kg

Mez stanovitelnosti
11,01 mg/kg
22,45 mg/kg
5,73 mg/kg

Rozsah
11 –200 mg/kg
23 –420 mg/kg
6 – 100 mg/kg


3.5 Opakovatelnost

Stanovení opakovatelnosti bylo provedeno z osmi různých navážek. 

Naměřené hodnoty jsou uvedeny v tabulce č. 8.

Tabulka č. 8

Měření číslo
Kyselina antranilová (mg/kg)
Kyselina salicylová (mg/kg)
Paracetamol 

(mg/kg)

1
376,99
7922,76
2957,90

2
378,40
7909,30
2964,23

3
378,66
7888,40
2950,56

4
380,52
7976,36
2943,30

5
378,50
7889,60
2953,03

6
379,35
7972,86
2938,63

7
368,91
7819,50
2955,43

8
380,57
7968,76
2954,50

Po vyhodnocení programem Effi Validation 3.0, byly získány hodnoty opakovatelnosti pro:


Kyselinu antranilovou          1,47 % relativních

    
Kyselinu salicylovou            2,00 % relativních


Paracetamol                          0,53 % relativních                   

U všech analytů byla potvrzena hypotéza o normalitě dat.


3.6 Selektivita


Selektivita charakterizuje schopnost metody selektivně měřit validovanou vlastnost. Pokud je metoda selektivní, je vliv interferentů (matrice) na výsledek měření nevýznamný. Vzhledem k tomu, že standardní látky jednotlivých stimulátorů jsou rozpuštěny v destilované vodě a s přihlédnutím k výsledkům uvedeným v 3.1.5, můžeme označit validovanou chemickou metodu jako selektivní.


3.7  Správnost


Správnost charakterizuje shodnost výsledků měření validované vlastnosti s deklarovanou referenční hodnotou. Správnost byla dále zjišťována testem výtěžnosti, kdy k přesné navážce vzorku se zjištěným obsahem určované látky bylo postupně přidáváno různé množství čisté látky (ve třech různých hladinách přídavku – 40, 80 a 120 %) a zpětně vypočítaná výtěžnost. Výsledky jsou uvedeny v tabulkách č. 9 až č. 11. Analytická metoda poskytuje statisticky správné výsledky.

Tabulka č. 9 – ověření výtěžnosti  kyseliny antranilové

Deklarovaná hodnota (mg/kg)
Naměřená hodnota (mg/kg)
Výtěžnost (%)
Přídavek 

(mg/kg)
Interval spolehlivosti (mg/kg)

845,23
830,40
98,24
260
214,5 - 274,6

845,23
831,20
98,34



845,23
828,52
98,02



1105,23
1104,60
104,97
520
476,7- 526,4

1105,23
1078,10
97,54



1105,23
1077,70
97,51



1365,23
1345,70
98,57
755
742,5 – 767,5

1365,23
1331,50
97,53



1365,23
1345,50
98,41



Tabulka č. 10 – ověření výtěžnosti   kyseliny salicylové

Deklarovaná hodnota (mg/kg)
Naměřená hodnota (mg/kg)
Výtěžnost (%)
Přídavek 

(mg/kg)
Interval spolehlivosti (mg/kg)

6225,20
6079,15
97,65
2700
2426,7 – 2715,1

6225,20
6143,15
98,68



6225,20
6035,80
96,96



8925,20
8990,15
100,70
5400
5072,6 – 5547,6

8925,20
8786,15
98,44



8925,20
8729,50
97,81



11625,20
11524,50
99,13
8100
7721,4 – 8128,6

11625,20
11319,00
97,37



11625,20
11507,00
98,98



Tabulka č. 11 – ověření výtěžnosti  paracetamolu

Deklarovaná hodnota (mg/kg)
Naměřená hodnota (mg/kg)
Výtěžnost (%)
Přídavek 

(mg/kg)
Interval spolehlivosti (mg/kg)

3563,30
3575,75
100,30
832,00
817,6 – 853,9

3563,30
3557,70
99,84



3563,30
3567,70
100,10



4395,30
4424,80
100,70
1664,00
1629,1 – 1705,5

4395,30
4387,65
99,83



4395,30
4383,20
99,72



5227,28
5236,50
100,20
2496,00
2422,6 – 2521,1

5227,28
5178,60
99,07



5227,28
5194,25
99,37




3.8 Reprodukovatelnost

 
Reprodukovatelnost byla zjištěna kvantifikovaným odhadem ze zjištěných hodnot opakovatelnosti, jako její dvojnásobek. Výsledky jsou uvedeny v tabulce č. 12.

Tabulka č. 12 - reprodukovatelnost


Opakovatelnost
Reprodukovatelnost

Kyselina antranilová
1,47 %relativních
2,94 %relativních

Kyselina salicylová
2,00 %relativních
4,00 %relativních

Paracetamol
0,53 %relativních
1,06 %relativních


3.9 Nejistota


Nejistota je odhad přiřazený k výsledku zkoušky a charakterizující interval hodnot,

o němž se tvrdí, že uvnitř něho leží správná hodnota. Pro výpočet nejistoty byl zvolen expertní výpočet, vycházející z hodnot reprodukovatelnosti. Hodnoty jsou uvedeny 

v tabulce č. 13.

Tabulka č. 13– nejistota


Reprodukovatelnost
Faktor pokrytí
Nejistota

Kyselina antranilová
2,94 %relativních
2,0
6,0 %relativních

Kyselina salicylová
4,00 %relativních
2,0
8,0 %relativních

Paracetamol
1,06 %relativních
2,1
2,2 %relativních


4. Souhrnné výsledky validace

Validační parametr
Validační hodnota


Kyselina antranilová
Kyselina salicylová
paracetamol

opakovatelnost
1,47 % relat.
2,0 % relat.
0,53 % relat.

reprodukovatelnost
2,94 % relat.
4,0 % relat.
1,06 % relat.

správnost
správnost metody prokázána

linearita
linearita metody prokázána

mez detekce
6,11 mg/kg
12,46 mg/kg
3,18 mg/kg

mez stanovitelnosti
11,01 mg/kg
22,45 mg/kg
5,73 mg/kg

rozsah
11 –200 mg/kg
23 –420 mg/kg
6 – 100 mg/kg

citlivost
24673,7 (plocha/mg)
13476,0 (plocha/mg)
33283,7 (plocha/mg)

nejistota
6,0 % relat.
8,0 % relat.
2,2 % relat.

selektivita
Selektivita metody prokázána

5.   Závěr


V rámci  úkolu  „Stanovení obsahu stimulátorů růstu v hnojivech“  byly stanoveny tyto validační parametry :

g) opakovatelnost

h) správnost

i) selektivita

j) linearita

k) citlivost

l) mez stanovitelnosti


g)  mez detekce

h) reprodukovatelnost


i)  nejistota

j) rozsah

Zjištěné validační parametry prokázaly způsobilost ověřované metody k používání v rámci laboratorního odboru a její zahrnutí do Jednotných pracovních postupů ÚKZÚZ. 
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Obr.&. 1 — Separace kyseliny antranilové, kyseliny salicylové, paracetamolu a acetanilidu

na chromatografické koloné RP18 Symmetry Shield, 250 x 4,6 mm, Sum, firmy Waters
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Obr.&. 2 — Vliv vlnové délky na velikost a tvar jednotlivych stanovovanych latek
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Obr.¢. 3 — Detailni popis piku kyseliny antranilové
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Obr.¢. 4 — Detailni popis piku kyseliny salicylové
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Obr.¢. 5 — Detailni popis piku paracetamolu
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Obr.¢. 6 — Vliv sloZeni mobilni fize na separaci jednotlivych pikd.

(mobilni faze ¢.1)
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Obr.¢. 7 — Vliv sloZeni mobilni faze na separaci jednotlivych piki

(mobilni faze ¢. 3)
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Obr.¢. 8 — Vliv teploty na separaci jednotlivych pikd

(T =50°C)
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Obr.&. 9 — Vliv pouzité kolony na separaci jednotlivych pikd

(chromatograficka kolona Nova-Pak C18, 3,9 x 150 mm, Spm, firmy Waters)
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     DETEKCE  GENETICKÝCH  MODIFIKACÍ                

 v laboratoři molekulárně genetické diagnostiky ÚKZÚZ
Miroslava Suchomelová
Ústřední kontrolní a zkušební ústav zemědělský, Laboratorní odbor Brno, Hroznová 2, 

656 06 Brno

1. Souhrn

Cílem této práce bylo zavést metodiky pro zachycení výskytu genetických modifikací u  zemědělských plodin a pro kvalitativní stanovení přítomnosti vybraných genetických modifikací u sóji a kukuřice. Modifikace byly vybrány podle očekávané četnosti jejich výskytu ve vzorcích. 

2. Úvod

     Laboratoř molekulárně genetické diagnostiky vznikla a byla postupně vybavována od konce r. 2000 do začátku r. 2002. 

     Vlastní práce začaly během léta 2001 a do konce tohoto roku byla v podstatě zvládnuta technika provádění PCR (polymerázové řetězové reakce) a zavedena detekce sóji RoundUp-Ready (firmy Monsanto). Z několika dostupných kitů  byly vybrány kity firmy Biotools Madrid, protože obsahují reagencie pro izolaci DNA i pro potřebné amplifikace a  jejich koncepce analýz neklade velké nároky na laboratorní vybavení a předchozí zkušenosti s PCR. Tyto kity jsou optimalizovány pro jiný termální cykler (který provádí kontrolu teploty skrze temperovací blok), zatímco naše laboratoř disponuje cyklerem PCR Express firmy Hybaid (který má možnost kontroly jak přes blok, tak přesněji ve zkumavce s termistorem). Proto bylo nutno upravit výrobcem doporučené amplifikační programy v konzultaci s dodavatelskou firmou Dynex a optimalizovat tak reakce pro náš přístroj. V závěru roku 2001 jsme se zúčastnili mezilaboratorního kruhového testu pořádaného VÚRV v Praze-Ruzyni a ověřili si tak schopnost správné detekce RoundUp-Ready sóji. Vlastní analýzy začaly  v roce 2002 pro potřeby monitorování výskytu GMO (geneticky modifikovaných organismů) odborem krmiv, protože bylo známo, že v Evropské unii se připravuje legislativa ukládající povinnost značení GMO nejen u potravin, ale i krmiv. 

     Pro rok 2002 byly vytyčeny následující úkoly:

1. Stanovení přítomnosti promotoru 35 S viru květákové mozaiky CaMV a terminátoru NOS Agrobacteria tumefaciens, zavedených transgenozí, v geneticky modifikovaných odrůdách.  

Promotor 35 S a terminátor NOS jsou přítomny v 95 % geneticky modifikovaných plodin a jejich stanovení může tedy sloužit všeobecně jako detekce GMO (screening).

2. Stanovení přítomnosti transgenu pro Bt-toxin v geneticky modifikované kukuřici Event-176.  

Odrůda Event 176 (TM) je jednou z nejčastějších odrůd geneticky modifikované kukuřice. (Obsahuje syntetický gen cryIA(b), původně pocházející z Bacillus thuringiensis ssp. Kurstaki, jehož produktem je tzv. delta-enterotoxin, zodpovědný za odolnost proti zavíječi kukuřičnému a omezenému počtu příbuzných škůdců.)

Transgenní konstrukty GM plodin

    Všeobecně obsahují:

1. Regulační sekvence - promotory a terminátory jako např. 35 S a NOS, na nichž v buňce začíná a končí přepisování genetické informace z DNA. Detekce těchto sekvencí je vhodným screeningem. Sama o sobě však nestačí k prohlášení takto pozitivně detekovaných vzorků za geneticky modifikované, neboť promotor 35 S se může v plodině (zejména u brukvovitých) vyskytovat i jako důsledek přirozené infekce virem květákové mozaiky (CaMV) a terminátor NOS i jako důsledek přirozené infekce Agrobacteriem. 

2. Vlastní transgen(y) - geny přenesené transgenozí z jiného organizmu, které do cílového organizmu zavádějí novou vlastnost, kterou by jinak nezískal, např. toleranci k herbicidu, odolnost k různým škůdcům a pod. Je třeba identifikovat buď tento transgen, nebo specifický konstrukt (část konstruktu představující spojení sekvencí, které se u nemodifikovaných organizmů nevyskytují vedle sebe).

3. Jiné sekvence a geny zavedené do DNA plodiny buď v důsledku genetických manipulací, nebo za účelem selekce modifikovaných jedinců od nemodifikovaných a pod. Vzhledem k tlaku veřejnosti proti genetickým modifikacím se u moderních odrůd od jejich výskytu v konstruktech upouští, protože nejsou nezbytně nutné pro zavedení a expresi požadované vlastnosti plodiny.  

Nukleotidové sekvence transgenů navíc bývají oproti svému původnímu zdroji synteticky upraveny, aby mohly být snáze exprimovány enzymatickým aparátem cílové plodiny.

     RoundUp-Ready sója obsahuje: CaMV promotor 35 S, sekvenci z Petunia hybrida pro vniknutí transgenního proteinu do chloroplastů (kde je místo jeho funkce), gen kódující enzym fosfoenolpyruvylšikimát-syntázu necitlivou k herbicidu glyfosátu (RoundUp) z určitého kmene Agrobacteria a terminátor NOS.

     Kukuřice Bt-176 obsahuje: 2 kopie transgenu cryIA(b) z Bacillus thuringiensis přepisované z vlastních promotorů kukuřice, CaMV promotor 35 S, transgen bar pro toleranci k herbicidu fosfinotricinu a terminátor z CaMV; na rozdíl od některých jiných GM kukuřic (např. Bt-11) neobsahuje NOS.

3. Materiál a metody

     Základem těchto metod je 1. izolace DNA z daného vzorku, 2. amplifikace DNA pomocí PCR neboli polymerázové řetězové reakce a 3. vyhodnocení amplifikovaných fragmentů pomocí elektroforézy na agarózovém gelu. 

     Při práci je nutno provádět tyto kontroly: 

1.  Negativní kontrola izolace (blank, kontrola čistoty chemikálií od kontaminace DNA během izolace).

2. Vnitřní kontrola (amplifikace genu specifického pro daný rostlinný druh - potvrzení, že vyizolovaná DNA je schopna amplifikace, pro vyloučení falešně negativního výsledku) – při elektroforetickém vyhodnocení má dát odpovídající pruh na gelu.

3. Pozitivní kontrola (amplifikace příslušné geneticky modifikované sekvence) – při  elektroforetickém vyhodnocení se má na gelu objevit pruh odpovídající délce této transgenní sekvence.

4. Negativní kontrola (amplifikace templátu, kde příslušná GM sekvence chybí) – při  elektroforetickém vyhodnocení se nesmí na gelu objevit pruh odpovídající délce této transgenní sekvence.

5. Beztemplátová kontrola (obsahuje všechny složky PCR kromě templátové DNA) - ověřuje čistotu reakční směsi od náhodné kontaminace templátovou DNA, vylučuje falešně pozitivní výsledek amplifikace.

3.a.  Přístroje a zařízení

šrotovník WZ1                          - úprava vzorků pro izolaci DNA                            

váhy SAS 51(Scaltec)               - předvážky; navažování vzorků a agarózy               

el. vodní lázeň EL-20R             - temperování vzorků během izolace DNA              

centrifuga MPW 52                   - stáčení během izol. DNA, po zamíchání epp. aj.   

centrifuga Universal 32R          - stáčení při vyšších otáčkách, izol. DNA                

termostat Trigon Plus                - temper. vzorků při 37°C, izol. DNA                     

Biohazard-box Aura 2000         - míchání PCR směsí                                          

termální cykler PCR Express    - PCR reakce (amplifikace DNA)       

elektromag. míchadlo VELP     - vaření agarózy pro elektroforézu, příprava pufrů                 

el. vana JSB-75 a zdroj              - elektroforéza; vyhodnocení PCR                          

gelově-dokumentační zařízení  - vyhodnocení PCR (součástí je i snímač Kodak EDAS 290 a PC s příslušným softwarem)                            

     Sterilizace a dekontaminace je prováděna dle charakteru materiálu buď tepelně v sušárně či tlakovém hrnci za pomoci indikačních pásek, nebo roztokem přípravku na bázi chlornanu sodného (Savo) apod.

3.b. Chemikálie a roztoky

     Používáme následující kity firmy Biotools Madrid ze série Biogenics. 

Výrobce deklaruje vhodnost těchto kitů pro výchozí rostlinné materiály jako semena, listy, plody, kořeny i pro zpracované potraviny a krmiva, mouku, konzervy a lyofilizáty. Citlivost (detekční limit) je deklarována jako dostatečná pro zjištění transgenních komponent v množství 0,1% (kukuřice) - 0,05% (sója) celého vzorku.

3.b.1. Kit pro screening na přítomnost GMO 

     Obsahuje reagencie jednak pro izolaci DNA, jednak pro amplifikaci (PCR) těchto úseků DNA: 

- Sójové vnitřní kontroly (blíže nespecifikováno; podle délky fragmentu 118 bp jde pravděpodobně o všeobecně používanou sekvenci genu pro lektin)

- Kukuřičné vnitřní kontroly (blíže nespecifikováno; mohlo by jít o sekvenci genu pro kukuřičnou invertázu)

- Sekvence promotoru 35 S (pocházející z viru květákové mozaiky - CaMV)

- Sekvence terminátoru NOS (pocházející z genu pro nopalin-syntázu Agrobacteria sp.)

3.b.2. Identifikační kit pro RoundUp-Ready Sóju

     Obsahuje reagencie pro izolaci DNA a pro amplifikaci těchto úseků DNA: 

- Sójové vnitřní kontroly (blíže nespecifikováno; podle délky fragmentu 118 bp jde pravděpodobně o všeobecně používanou sekvenci genu pro lektin)

- Sekvence promotoru 35 S (pocházející z viru květákové mozaiky - CaMV)

- Specifické transgenní sekvence pro přesnou identifikaci RoundUp-Ready sóji (blíže nespecifikované; podle délky fragmentu 172 bp může jít o část sekvence promotoru 35 S CaMV a sekvenci oligopeptidu z Petunia hybrida pro tranzit do chloroplastů).   

3.b.3. Identifikační kit pro Bt-176 Maximizer Maize

     Obsahuje reagencie pro izolaci DNA a pro amplifikaci těchto úseků DNA: 

- Kukuřičné vnitřní kontroly (blíže nespecifikováno)

- Sekvence promotoru 35 S (pocházející z viru květákové mozaiky - CaMV)

- Specifické transgenní sekvence pro přesnou identifikaci Bt-176 (firem Novartis, Maximizer).

3.b.4. Pozitivní a negativní standardní kontroly 

(v podobě mouky, z níž je nutno DNA vyizolovat) jsou součástí uvedených kitů.

3.b.5. Potřebné chemikálie, nedodávané v rámci kitů: 

- pro izolaci DNA: 2-merkaptoethanol směs chloroform:izoamylalkohol 24:1(Sigma-Aldrich), ribonukleáza A (Fermentas)

- pro elektroforézu: markery (Fermentas, případně Sigma-Aldrich)

3.c. Vzorky

     Všechny uvedené vzorky byly dodány  odborem krmiv ÚKZÚZ, a to pracovišti v Praze, Žatci, Havlíčkově Brodu, Plzni a v Brně. Kromě dvou vzorků osiva sóji (firmy Monsanto) a dvou vzorků osiva kukuřice (Djerba, Flavius) šlo o krmné sójové šroty a krmnou kukuřici.

3.d. Pracovní postupy

3.d.1.  Izolace rostlinné DNA 

     Metodika je přesně popsána v manuálech uvedených kitů. Spočívá v navážení rozemletého zhomogenizovaného vzorku, lyzi buněk lyzačním pufrem za přítomnosti proteinázy, degradaci RNA, vysrážení a odstranění ostatních buněčných komponent směsí chloroformu a izoamylalkoholu, navázání DNA na silikagel, promytí navázané DNA a její rozpuštění v elučním pufru. K amplifikaci se používá asi 25 - 50 ng DNA na 1 reakci.

3.d.2. Polymerázová řetězová reakce

     Příprava reakční směsi:

1. Připraví se PCR box: pracovní nástroje a pomůcky i prostor se dekontaminují od jakýchkoli molekul DNA otřením povrchů ethanolem a UV zářením po 20 min. 

2. Stanoví se počet reakcí (počet vzorků plus příslušné kontroly).

Dle tabulky reakčních směsí se vypočítají celkové objemy všech součástí reakce.  

Výsledný objem celkové reakční směsi je 48 µl násobený počtem  zkumavek.

3. Celková reakční směs se sterilně smíchá v pořadí: redestilovaná H2O, MgCl2, Master Mix obsahující primery specifické pro amplifikovaný úsek a DNA-polymeráza. Rozpipetuje se po 48 µl do přichystaných amplifikačních  zkumavek.

4. Nakonec se do každé zkumavky přidají 2µl templátové DNA. Pro beztemplátovou kontrolu se místo templátové DNA přidá tentýž objem vody. Objem reakční směsi v každé zkumavce je tedy 50µl.

5. Amplifikační zkumavky s dobře utěsněným víčkem se vloží do jamek v bloku termocykleru a spustí se příslušný program.

Tabulka č.1:   Délky amplifikovaných fragmentů a teploty přisedání primerů 

Název amplifikovaného úseku 
Délka v párech bazí
Teplota přisedání primerů

Sójový specifický gen (vnitřní kontrola)
           118 bp 
                   60 °C

Kukuřičný specifický gen (vnitřní kontrola)                       
           225 bp
                   70 °C

Promotor 35 S (screening) 
           226 bp    
                   55 °C

Terminátor NOS (screening) 
           180 bp
                   55 °C

EPSPS (identifikace transgenního konstruktu RoundUp-Ready)
           172 bp   
                   59 °C

Bt-176 (identifikace transgenního konstruktu  Bt-kukuřice Event 176)  
           184 bp 
                   65 °C

Tabulka č.2:  Amplifikační programy (dle Biotools, upraveno pro termocykler PCR Express firmy Hybaid)

2a: Sójový specifický gen (vnitřní kontrola)  

- Počáteční denaturace DNA  
94°C / 10 min

- 45 cyklů:  denaturace DNA            
94°C / 45 sec

                   přisedání primerů            
60°C / 45 sec

                   syntéza nových řetězců
72°C / 1 min

- Závěrečné dokončení syntézy řetězců
72°C / 3 min



2b: Kukuřičný specifický gen (vnitřní kontrola)  

- Počáteční denaturace DNA  
94°C / 10 min

- 45 cyklů:  denaturace DNA            
94°C / 45 sec

                   přisedání primerů            
70°C / 45 sec

                   syntéza nových řetězců
72°C / 45 sec

- Závěrečné dokončení syntézy řetězců
72°C / 10 min 



2c: Promotor 35 S a terminátor NOS (screening)

- Počáteční denaturace DNA  
94°C / 3 min

- 46 cyklů:  denaturace DNA            
94°C / 45 sec

                   přisedání primerů            
55°C / 45 sec

                   syntéza nových řetězců
72°C / 1 min

- Závěrečné dokončení syntézy řetězců
72°C / 3 min 



2d: Identifikace transgenního konstruktu RoundUp-Ready sóji
- Počáteční denaturace DNA  
94°C / 10 min

- 55 cyklů:  denaturace DNA            
94°C / 45 sec

                   přisedání primerů            
59°C / 45 sec

                   syntéza nových řetězců
72°C / 1 min

- Závěrečné dokončení syntézy řetězců
72°C / 3 min 



2e: Identifikace transgenního konstruktu kukuřice Bt-176 Maximizer Maize
- Počáteční denaturace DNA  
94°C / 10 min 

- 50 cyklů:  denaturace DNA            
94°C / 45 sec

                   přisedání primerů            
65°C / 45 sec

                   syntéza nových řetězců
72°C / 45 sec

- Závěrečné dokončení syntézy řetězců
72°C / 10 min 



3.d.3. Elektroforéza v agarózovém gelu

je standardní metodou pro tzv. "end-point" vyhodnocení PCR (tj. vyhodnocení po ukončení celé amplifikace), vhodnou pro kvalitativní detekce GMO.  

     1. Příprava gelu:

Uvaří se 2% agarózový gel v elektroforetickém TAE-pufru (Tris-acetát-EDTA). Připraví se nalévací vanička s vhodným hřebínkem ("zuby" hřebínku vytvoří v tuhnoucím gelu jamky konstantní velikosti) a vyrovná se vodováhou. 

Po mírném zchlazení se přidá roztok ethidiumbromidu (interkalační barvivo sloužící ke zviditelňení DNA v gelu), opatrně zamíchá a naleje se do vaničky v digestoři. Po ztuhnutí gelu se opatrně vyjme hřebínek, gel se přenese do elektroforetické vany a převrství se TAE-pufrem. 

     2. Nanášení vzorků:  

Objem vzorku nanášeného do jamky závisí na typu hřebínku. Promyslíme si rozvržení vzorků a markerů (marker obvykle do první a poslední jamky, případně dle potřeby). Na Parafilmu s označenými políčky pro jednotlivé vzorky smícháme každý vzorek s nanášecí  barvou (obsahuje glycerol, který během nanášení drží vzorky v jamce, a indiferentní barvivo, které během chodu elektroforézy indikuje postup DNA v gelu. Naneseme do jamek vzorky amplifikátů i marker molekulové hmotnosti (obsahuje fragmenty DNA deklarovaných délek) a spustíme chod elektroforézy. Pro kontrolu izolované DNA (sloužící jako templát) používáme marker o větší délce fragmentů  (564 - 21 226 bp); pro amplifikáty krokový marker (po 50 nebo 100 bp). 

     3. Vyhodnocení:

Po 35 - 45 min. chodu, když rozdělení fragmentů podle jejich délek již dostatečně pokročilo,  prosvítíme gel na transiluminátoru a provedeme fotodokumentaci. Snímky popisujeme, vyhodnocujeme a uchováváme v počítači.    

Obrázek č.1: Amplifikace promotoru 35 S CaMV (screening) 
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Obrázek č.2: Identifikace transgenu Bt-176 

4. Výsledky a diskuse

Uvádím přehled analýz vzorků GMO za rok 2002:

4.1. Sója

Dohromady bylo dodáno a analyzováno 42 vzorků sóji. (Dva vzorky byly nemodifikovaná osiva firmy Monsanto, ostatní byly krmné sójové šroty.) Z toho v 11 vzorcích nebyla nalezena příměs GMO. 30 vzorků bylo určeno jako RoundUp-Ready sója nebo obsahující tuto příměs. 1 vzorek  byl označen jako podezřelý, neboť se jevil slabě pozitivní při detekci 35 S a negativní při identifikaci RoundUp-Ready. Amplifikace promotoru 35 S se všeobecně (i na jiných pracovištích, osobní konzultace) jeví jako citlivější reakce než amplifikace vlastního transgenu. Proto vysvětlení, že vzorek obsahuje slabou příměs RoundUp-Ready sóji na hranici detekčního limitu, je pravděpodobnější než vysvětlení, že  jde o jinou modifikaci sóji nežli RoundUp-Ready. 

4.2. Kukuřice

Dohromady bylo analyzováno 30 vzorků kukuřice. (První dva vzorky byly nemodifikovaná osiva, ostatní krmná kukuřice - obilky; mnohé vzorky obsahovaly i ojedinělá semena obilovin, luštěnin, slunečnice a plevelů.)  Z toho ve 23 vzorcích nebyl nalezen GMO a 1 vzorek byl identifikován jako Bt-176.  6 vzorků označených jako podezřelé (při screeningu vykazovaly pozitivitu na promotor 35 S, negativitu na terminátor NOS a detekce Bt-176 byla negativní) považuji za jiné odrůdy GM kukuřice (mohly by to být MON 810 nebo Liberty, jejichž vložené konstrukty také obsahují promotor 35 S a nikoli terminátor NOS). Pro přesnou identifikaci těchto vzorků jsou však nutné další amplifikační reakce, jejichž zavedení je plánováno na rok 2003.

Tabulka č.3:  Přehled výsledků detekce GMO u sóji a kukuřice v r. 2002:

Plodina
Počet analyzovaných vzorků
Počet vzorků pozitivních při screeningu
Počet vzorků pozitivních na specifický transgen

(sója RoundUp-Ready, kukuřice Bt-176)
Počet podezřelých vzorků
Počet vzorků, kde nebyl nalezen GMO

sója
42
31
30
1
11

kukuřice
30
7
1
6
23

5. Závěr

     Vyzkoušeli jsme techniky izolace a amplifikace DNA pomocí vhodných kitů a v nich popsaných protokolů, ověřili jsme vhodnost těchto kitů v podmínkách našeho pracoviště a provedli jsme  optimalizaci  parametrů PCR. Zavedli jsme metody pro detekci vybraných transgenů či transgenních odrůd. 

V současnosti tedy můžeme provádět tyto analýzy:

1. zachytit cca 95% všech komerčních GMO pomocí screeningu na promotor 35 S a terminátor NOS,

2. detekovat specificky RoundUp-Ready sóju a kukuřici Bt-176.

Stanovení PAH v půdách metodou HPLC

Šárka Plhalová, Ivana Veverková

Ústřední kontrolní a zkušební ústav zemědělský, Regionální laboratorní oddělení Opava, Jaselská 16, 746 23 Opava

E-mail: sarka.plhalova@ukzuz.cz
1. Úvod

      Téma této práce vychází z pracovních požadavků naší laboratoře. Analýzy PAHů v půdách provádíme od roku 1998. Vzhledem k vysoké spotřebě acetonitrilu na původní koloně (Supelcosil LC – PAH 5 (m, 150 x 4,6 mm), jsme se rozhodli zakoupit kolonu s menším průměrem (Supelcosil LC – PAH 5 (m, 250 x 2,1 mm), abychom snížili spotřebu  a  náklady na rozpouštědlo. Z důvodu použití nové kolony v chromatografickém systému bylo nutné metodu validovat.

      Polycyklické aromatické uhlovodíky (PAH, PAU, polyaromáty) jsou organické sloučeniny tvořené dvěmi nebo více kondenzovanými jádry v lineárním, rozvětveném nebo klastrovém uspořádání. Jsou to sloučeniny s rizikovými vlastnostmi, řada z nich jsou potencionální karcinogeny, mutageny a mnohé mají toxické vlastnosti. Představují nebezpečí pro živé organismy i pro jejich  následující generace.

      Hlavními zdroji PAH jsou převážně spalovací děje. Mechanismus vzniku zahrnuje dva kroky. Při vyšších teplotách jsou organické molekuly štěpeny na menší nestabilní produkty (pyrolýza). Tyto fragmenty, většinou radikály, rekombinují s vysokým výtěžkem za vzniku poměrně stabilních polyaromatických uhlovodíků (pyrosyntéza). Polyaromáty tak vznikají při výrobě elektrické a tepelné energie, spalování odpadů, v dopravě, při zpracování dehtů, v koksárenství a v dalších lidských činnostech. Z těchto zdrojů vstupují do atmosféry, kde  podléhají dalším reakcím a mohou být transportovány na značné vzdálenosti, především sorbované na částice prachu. Z atmosféry se dostávají s vodními srážkami do vody, sedimentů a půdy odkud se mohou dostávat do všech živých organismů a v nich se kumulovat.      

      Z hlediska nebezpečí pro životní prostředí je hlavní pozornost věnována polyaromátům s molekulovou hmotností mezi nafthalenem a koronenem. Vyšší polyaromáty jsou vzhledem k nízké těkavosti a rozpustnosti relativně nepohyblivé. Nejškodlivější jsou zahrnuty do seznamu tzv. prioritních polutantů, vypracovanému americkou agenturou pro ochranu životního prostředí EPA. Výraznou roli zde hraje fluoranthen, který bývá obvykle ze všech PAHů zastoupen nejvíce a je tedy určitým ukazatelem znečištění polyaromáty.                                                                                                             
2. Princip stanovení

     Polyaromatické uhlovodíky v půdách se stanoví po extrakci acetonem, zakoncentrování a přečištění na pevné fázi metodou HPLC na reverzní fázi s gradientovým průběhem eluce a s fluorescenční detekcí.

3. Chemikálie, zkušební pomůcky a přístrojové vybavení

3.1
Acetonitril, HPLC grade

3.2
50% acetonitril, ACN:H2O, 1:1 (V/V)        

3.3
20% acetonitril, ACN:H2O, 20:80 (V/V)

3.4
Aceton, HPLC grade

3.5
2 – propanol, HPLC grade

3.6
50 % methanol, MeOH:H2O, 1:1 (V/V)

3.7
Methanol, HPLC grade

3.8
Tetrahydrofuran (THF), HPLC grade

3.9
Standard PAHs MIX v acetonitrilu, 100 (g/ml, Absolute Standards 

3.10
Pracovní standard: 50x ředěný zásobní roztok standardu



Do 25 ml odměrné baňky se odpipetuje 0,5 ml standardu.  Doplní se tetrahydrofuranem po rysku a  na 2 minuty se vloží do ultrazvukové lázně.                  

c = 2 (g PAH/ml 

3.11
Kolonky SPE Oktyl C8, 500 mg/3ml, Applied Separations

3.12
Nástřikový filtr, 13 mm nylon syringe filter  0,45 (m, MetaChem

3.13
Pasteurovy pipety 1ml, Brand-Plastibrand

3.14
Demi H2O – demineralizovaná voda

Čerpadlo :
Waters 515 HPLC PUMP, 2 ks

Fluorescenční detektor :
Spectra Systém FL 3000

Autosampler :
TSP auto Metric 4100

Kolonový termostat :
ECOM  LCO 101

Software :
Chromatografický program CSW 1.7

Program umožňuje sbírat chromatografická data až ze 4 detektorů současně, analyzovat nasbíraná data, korigovat průběh základní linie a provádět kalibrované výpočty. Je vybaven řídícím programem, kterým lze ovládat průběh vysokotlakého gradientu.

Ultrazvuková lázeň
TESON 10

Horizontální třepačka


Vakuový manifold
ALLTECH

4. Pracovní postup

     Při zavádění metody se vycházelo z  článku uveřejněném v časopise Journal of Chromatography A (1).

4.1  Příprava vzorku

     Půda se nechá vysušit při pokojové teplotě. Sušení je nutno provádět ve stínu, aby se zamezilo ztrátám těkavějších PAHů vlivem slunečního záření. Pak se vzorek rozmělní, proseje přes 2 mm síto a pomele se na achátovém mlýnku. Takto upravený vzorek se dále proseje přes 1 mm síto. Pokud se zkoušený vzorek nepoužije ihned k analýze, naváží se 10 g půdy do 100 ml lékovky z tmavého skla, uzavře se a uchová v mrazničce. 

4.2  Extrakce

     Do 100 ml kónické baňky se zábrusem se naváží 10 g půdy [m], napipetuje se 20 ml acetonu (3.4) [V] a baňka se uzavře. Obsah se extrahuje 30 minut na horizontální třepačce a pak se 5 minut sonifikuje. Obsah baňky se nechá ustát, převede se do 25 ml zkumavky, která se uzavře a extrakt vzorku se odstředí. Do 50 ml odměrné baňky se napipetuje 10 ml extraktu [AP], přidá se   2,5 ml  2-propanolu (3.5) a baňka se doplní po rysku demi vodou (3.14). Baňka se uzavře a obsah se 2 minuty sonifikuje. Takto připravený extrakt se přečistí přes kolonku SPE C8 (3.11), která se předem kondicionuje postupně 1 x 2,5 ml 100% MeOH (3.7), 1 x 2,5 ml 50% MeOH (3.6) a 2 x 2,5 ml demi vodou (3.14). Na SPE kolonku (3.11) vneseme 50 ml připraveného extraktu. Polární látky projdou SPE kolonkou a nepolární látky se zachytí na sorbentu C8. Extrahovaná část vzorku na sorbentu se promyje 2,5 ml 50% MeOH (3.6). Eluce PAHů se provede 3 ml THF (3.8) [EV] a eluát se jímá do 10 ml kalibrované zkumavky. Získaný eluát se sonifikuje a pak se naředí 1:1 20%-ním acetonitrilem (3.3) z důvodu mobility tetrahydrofuranu. Po naředění se vzorek opět sonifikuje asi 2 minuty. Eluát se nastříkne na kolonu přes nylonový nástřikový filtr (3.12).

4.3  Podmínky chromatografického stanovení

     Vlastní měření kalibračních roztoků i extraktů vzorků se provádí za následujících podmínek chromatografického  systému:

Kolona :
Supelcosil LC-PAH;  5 (m;  2,1 x 250 mm


Mobilní fáze:
A -  acetonitril : voda, 1:1 (3.2)



B -  acetonitril (3.1)


Průtok :
0,4 ml/min


Teplota kolony :
350 C


Objem nástřiku :
20 (l


Detekce :
fluorescenční  


Doba analýzy :
45 min.


Tabulka č.1:   Časový průběh gradientu
Čas  (min)
A  (%)
B  (%)

0
100
0

6
100
0

30
10
90

31
0
100

36
0
100

40
100
0

45
100
0

     Excitační a emisní vlnové délky a retenční časy jednotlivých PAHů jsou uvedeny        v tabulce č.2.
Tabulka č.2:   Excitační a emisní vlnové délky a retenční časy jednotlivých PAHů
PAH
Excitační (
(nm)
Emisní (
(nm)
Retenční čas

(min.)

Naphtalene NAP
240
326
9,7

Acenaphtene ACE
240
326
13,8

Fluorene FLR
240
326
14,4

Phenanthrene PHE
246
368
15,8

Anthracene ANT
246
368
17,2

Fluoranthene FLU
286
466
18,7

Pyrene PYR
232
396
19,8

Benzo(a)anthracene BaA
264
384
23,5

Chrysene CHR
264
384
24,3

Benzo(b)fluoranthene BbF
248
432
27,2

Benzo(k)fluoranthene BkF
254
400
28,5

Benzo(a)pyrene BaP
254
400
29,9

Dibenzo(a,h)anthracene DBA
292
410
31,8

Benzo(g,h,i) perylene BPE
292
410
32,9

Indeno(1,2,3-c,d)pyrene INP
230
500
33,5

4.4  Kalibrace

     Do sady odměrných baněk na 10 ml se pipetuje 0,5 - 1,0  - 2,0 - 4,0 - 8,0 ml pracovního roztoku standardu (3.10), doplní se tetrahydrofuranem (3.8) po značku, promíchá a vloží se  na několik minut do ultrazvukové lázně. Tyto kalibrační roztoky se dále ředí 20 %-ním acetonitilem (3.3) v poměru 1:1 z důvodu mobility tetrahydrofuranu. Naředěné standardy se 2 minuty sonifikují. Tyto kalibrační roztoky odpovídají koncentraci  0,05 - 0,1 - 0,2 - 0,4 - 0,8 (g/ ml. Na kolonu se nastřihuje 20 (l kalibračního roztoku ve dvou opakováních. Z průměrných hodnot odpovídajících ploch píků se sestrojí kalibrační křivka. 

5. Výpočet

 Obsah PAH (X) vyjádřený v (g/kg se vypočítá podle vzorce:
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c
koncentrace PAH odečtená z kalibrační křivky v (g/ml

V
objem extrakčního činidla v ml

EV
objem elučního činidla v ml

AP
alikvotní podíl odpipetovaný z extraktu v ml

m
hmotnost zkušebního vzorku v g

2
koeficient ředění

6. Validace metody

     Validace metody byla provedena za použití software Effivalidation 3.0 a MS Excel. Byly provedeny všechny potřebné validační kroky ke zdokumentování metody, ověření vhodnosti jejího použití  a tím k zaručení  kvality výsledků.

6.1  Přesnost

     Statistickou mírou přesnosti je směrodatná odchylka, resp. relativní směrodatná odchylka vyjádřená v % (RSD). Přesnost metody byla určena stanovením opakovatelnosti na dvou úrovních obsahů sledovaných polutantů (půda 1 – převážně nižší obsahy od 20 do 600 (g/kg, půda 2 – převážně vyšší obsahy do 2000 (g/kg). Opakovatelnost byla vypočtena pomocí programu  Effivalidation 3.0 pro vícenásobná opakovaná  měření. U všech naměřených  souborů dat byla potvrzena hypotéza o jejich normalitě. Měření a výsledky jsou shrnuty v tabulkách č.3 a č.4. 

Půda 1
Tabulka č.3:   Hodnoty obsahů jednotlivých PAHů  v (g/kg  při osmi opakovaných měřeních
PAH  
1.
2.
3.
4.
5.
6.
7.
8.
průměr

((g/kg)
směr.odch.

((g/kg)
opakovatelnost

(%)

NAP
207
212
216
216
214
219
210
216
214
3,6
1,8

ACE
19,9
22,2
18,2
19,1
19,4
18,3
17,4
20,6
19,4
1,4
7,9

FLR
26,5
28,6
27,4
24,3
29,4
28,1
25,3
25,2
26,9
1,7
6,7

PHE
356
382
366
353
371
379
358
361
366
10,0
2,9

ANT
97,4
104
102
99,2
104
108
99,2
102
102
3,2
3,3

FLU
635
685
668
636
669
671
650
645
657
17,2
2,8

PYR
556
608
578
547
580
621
576
578
581
22,8
4,2

BaA
332
365
349
338
363
367
347
345
351
12,2
3,7

CHR
391
431
411
400
423
431
407
403
412
13,9
3,6

BbF
464
498
485
466
486
497
474
473
480
12,3
2,7

BkF
214
237
226
216
231
242
222
223
226
9,2
4,3

BaP
359
405
378
370
400
419
387
392
389
18,3
5,0

DBA
60,8
61,2
64,1
60,4
60,8
66
59,5
62,3
61,9
2,0
3,5

BPE
356
340
374
339
351
369
336
353
352
13,0
4,0

INP
354
353
383
384
379
371
355
352
366
13,4
3,9

Půda 2
Tabulka č.4:   Hodnoty obsahů jednotlivých PAH v (g/kg  při sedmi opakovaných měřeních
PAH 
1.
2.
3.
4.
5.
6.
7.
průměr

((g/kg)
směr.odch.

((g/kg)
opakovatelnost

(%)

NAP
559
574
514
530
503
532
596
544
31,1
6,1

ACE
83,1
80,1
84,7
76,6
80,3
85,3
83,7
82,0
2,9
3,7

FLR
74,7
70,8
62,2
60,7
66,3
61,2
64,9
65,8
4,9
7,9

PHE
1186
1199
1156
1167
1272
1160
1235
1196
39,9
3,5

ANT
288
278
290
292
305
284
306
292
9,6
3,5

FLU
1895
2019
1956
2017
2151
1933
2053
2003
78,9
4,2

PYR
1617
1776
1687
1749
1836
1669
1794
1733
71,8
4,4

BaA
993
1044
1023
1049
1134
1036
1098
1054
43,9
4,5

CHR
1068
1079
1062
1103
1200
1112
1181
1115
50,8
4,9

BbF
1451
1558
1506
1531
1651
1529
1627
1550
64,1
4,4

BkF
718
745
727
761
828
753
803
762
37,0
5,2

BaP
1191
1238
1224
1261
1367
1262
1364
1272
62,9
5,2

DBA
206
201
195
201
210
199
209
203
5,1
2,7

BPE
1124
1160
1068
1158
1245
1138
1202
1156
52,3
4,8

INP
1257
1342
1542
1417
1513
1374
1547
1427
102,9
7,7

     Hodnoty opakovatelnosti se pohybují u půd s nižším i vyšším obsahem PAH do 8 %. Vzhledem k velké náročnosti analytického postupu považujeme dosažené hodnoty opakovatelnosti za vyhovující.     

6.2  Správnost

     Správnost metody byla ověřena metodou standardního přídavku. Byly analyzovány dva vzorky půdy (půda 3, půda 4) v osmi navážkách. Obsah vybraných PAHů (NAP, FLR, BaA, BbF,  BPE, INP) v půdě 3 se pohyboval do 200 (g/kg a v půdě 4 asi do 1000 (g/kg. Pro půdu 3 byl zvolen standardní přídavek 50(g/kg a pro půdu 4 standardní přídavek 200 (g/kg. Byl porovnán nalezený a očekávaný obsah vybraných PAHů a byla vypočtena výtěžnost. Výsledky měření jsou shrnuty v tabulkách č.5 – 10.

Tabulka č.5 :  Půda 3 – bez standardního přídavku

PAH
1.
2.
3.
4.
5.
6.
7.
8.
průměr

((g/kg)
RSD

(%)

NAP
21,4
18,6
19,1
20,6
23,0
24,8
19,9
24,4
21,5
10,3

FLR
-
-
16,3
15,9
12,2
14,6
18,4
14,1
15,3
12,7

BaA
61,3
62,6
63,0
61,3
64,1
64,6
65,6
68,4
63,9
3,7

BbF
238,6
247,6
248,1
245,4
246,1
252,3
256,7
266,4
250,2
3,1

BPE
193,6
202,9
195,5
194,8
207,4
213,6
205,4
195,6
201,1
3,4

INP
224,0
234,0
229,0
201,0
202,0
200,0
206,0
202,0
212,3
6,3

Tabulka  č.6 :  Půda 3 – se standardním  přídavkem 50 (g/kg
PAH
1.
2.
3.
4.
5.
6.
7.
8.
průměr

((g/kg)
RSD

(%)

NAP
74,7
70,9
69,3
69,0
70,4
75,3
76,8
73,6
72,5
3,8

FLR
64,7
61,7
59,4
66,4
65,4
65,4
68,9
63,4
64,4
4,2

BaA
118,5
114,0
115,0
115,0
116,0
118,0
119,0
111,0
115,8
2,2

BbF
290,5
279,0
277,0
309,0
313,0
297,0
305,0
288,5
295,0
4,3

BPE
229,0
257,0
258,0
244,0
261,0
265,0
250,0
249,0
251,6
4,3

INP
253,5
244,0
247,0
246,0
260,0
253,0
264,0
278,0
255,7
4,2

Tabulka č.7 :  Výsledky měření - výtěžnost na půdě 3, Studentův t-test

PAH
X

((g/kg)

x

((g/kg)
výtěžnost

(%)
t-tab.
t-vyp.

NAP
50
51
102
2,365
1,019

FLR
50
49,1
98,2

2,365
0,932

BaA
50
51,9
103,8

2,365
2,150

BbF
50
44,8
89,6

2,365
1,862

BPE
50
50,5
101
2,365
0,132

INP
50
43,4
86,8

2,365
1,761

Tabulka č.8 :  Půda 4  - bez standardního přídavku

PAH
1.
2.
3.
4.
5.
6.
7.
8.
průměr

((g/kg)
RSD

(%)

NAP
91,6
95,3
101
93,6
105
103
103
99,0
98,9
4,7

FLR
60,4
61,1
83,2
79,6
76,9
69,1
69,3
75,9
71,9
10,9

BaA
381
358
403
406
425
404
424
440
405,1
6,0

BbF
653
620
740
750
700
692
710
747
701,5
6,6

BPE
315
328
427
427
410
408
401
469
401,9
10,9

INP
230
231
273
273
262
255
265
281
258,8
6,9

Tabulka č.9 :  Půda 4 – se standardním přídavkem 200 (g/kg

PAH
1.
2.
3.
4.
5.
6.
7.
8.
průměr

((g/kg)
RSD

(%)

NAP
298
299
287
299
301
293
303
314
299,3
2,4

FLR
266
278
270
277
283
269
278
284
275,6
2,2

BaA
589
636
604
612
628
590
613
657
616,1
3,5

BbF
852
900
860
881
906
838
876
922
879,4
3,1

BPE
506
589
570
594
603
604
646
691
600,4
8,4

INP
436
448
444
441
463
465
417
424
442,4
3,6

Tabulka č.10 :  Výsledky měření - výtěžnost na půdě 4, Studentův  t-test

PAH
X

((g/kg)

x

((g/kg)
výtěžnost

(%)
t-tab.
t-vyp.

NAP
200
200,3
100,2
2,365
0,116

FLR
200
203,7
101,8
2,365
1,693

BaA
200
211,0
105,5
2,365
1,428

BbF
200
177,9
88,3
2,365
2,321

BPE
200
198,5
99,3
2,365
0,084

INP
200
183,5
91,8
2,365
1,045

 

     Rozdíl mezi získanou hodnotou průměrného nalezeného standardního přídavku x                      a očekávanou (skutečnou) hodnotou  standardního přídavku X byl testován Studentovým t - testem :

(  X – x (
t =    ((   ·√n
sx

t
hodnota Studentova testu ( t-vyp.- vypočtená hodnota, t-tab. – tabelovaná hodnota)

X
očekávaná hodnota standardního přídavku


x
průměrný nalezený standardní přídavek

sx
směrodatná odchylka

n
počet měření

     Jestliže t ≥ t (P=0,95;f=n-1), pak rozdíl je statisticky významný a je prokázána soustavná chyba, je-li t ≤ t (P=0,95;f=n-1), pak se liší průměr pouze o náhodnou chybu. Pro všechny námi sledované polutanty je vypočtené Studentovo kritérium menší než tabelovaná hodnota, tzn. že rozdíl není statisticky významný. Výtěžnost sledovaných polutantů se pohybuje v rozmezí 86,8% - 105,5%. Můžeme předpokládat, že výtěžnost ostatních  nesledovaných polutantů je obdobná.      Správnost metody a jejího provádění byla potvrzena účastí v mezinárodních mezilaboratorních porovnávacích zkouškách, kde laboratoř dosahuje pravidelně výborných výsledků.

6.2.1   Výtěžnost SPE kolonek

     K zajištění správnosti výsledků stanovení bylo nutno ověřit výtěžnosti SPE kolonek, které se používají k přečištění a zakoncentrování extraktů vzorků. Ověření bylo provedeno na třech koncentračních úrovních v pěti až sedmi opakováních. Výsledky výtěžností jsou uvedeny ve třech následujících tabulkách. Měření ukázala na vhodný výběr SPE kolonek, výtěžnosti na všech úrovních se pro všechny sledované PAHy se pohybují kolem 100%. Tabulky s hodnotami výtěžností jsou uvedeny v příloze č. III (Tabulka č.15 – 17).

6.3  Linearita

     Linearita sleduje závislost mezi koncentrací analytu a odezvou přístroje. Je kvantifikována korelačním koeficientem a Quality Control (QC) koeficientem. Závislost považujeme za lineární, pokud korelační koeficient ( než 0,99 a QC ( než 5%. Linearita byla u všech polutantů testována  programem Effivalidation 3.0 a výsledky jsou shrnuty  v příloze č. I (Graf č.1 až č.15) a v tabulce č.11. Kalibrační přímka je lineární v rozsahu 0,05 – 0,8 (g/ml (60 – 960 (g/kg).

Tabulka č.1l:  Výsledky testování linearity
PAH
Vypočtený korelační koeficient
Testovaný korelační koeficient
Vypočtený

QC
Testovaný 

QC
Hypotéza

NAP
    0,99990
   0,99
     1,31
    5
    přijata

ACE
0,99974
0,99
2,07
      5
přijata

FLR
0,99995
0,99
0,93
5
přijata

PHE
0,99990
0,99
1,30
5
přijata

ANT
0,99981
0,99
1,80
5
přijata

FLU
0,99987
0,99
1,53
5
přijata

PYR
0,99989
0,99
1,35
5
přijata

BaA
0,99984
0,99
    1,64
5
přijata

CHR
0,99982
0,99
1,72
5
přijata

BbF
0,99989
0,99
1,41
5
přijata

BkF
0,99930
0,99
3,32
5
přijata

BaP
0,99988
0,99
    1,45
5
přijata

DBA
0,99983
0,99
    1,72
5
přijata

BPE
0,99985
0,99
    1,63
5
přijata

INP
0,99949
0,99
     3,12
5
přijata

     Linearita byla prokázána na základě hodnot korelačního a QC koeficientu u všech sledovaných polutantů.

     Dále jsme aplikovali analýzu rozptylu na těsnost proložení s použitím programu Effivalidation 3.0. Byly porovnány vypočtené hodnoty F pro Fisherův test  s tabelovanými kritickými hodnotami F–krit.  Pokud F <  F-krit. , pak je hypotéza o linearitě přijata a statisticky potvrzena. Výsledky jsou uvedeny v tabulce č.11a.

Tabulka č.11a:  Výsledky testování linearity

PAH

Suma čtverců
Počet stupňů volnosti
Průměrná suma čtverců
F
F krit.
Hypotéza

NAP
SS LOF
16,1
3
5,4
0,41
9,6
Přijata


SS PE
65,7
5
13,1




ACE
SS LOF
5088
3
1696
0,97
9,6
Přijata


SS PE
8746
5
1749




FLR
SS LOF
684
3
228
2,36
9,6
Přijata


SS PE
483
5
96,7




PHE
SS LOF
1059
3
353
0,69
9,6
Přijata


SS PE
2541
5
508




ANT
SS LOF
5786
3
1929
1,77
9,6
Přijata


SS PE
5453
5
1091




FLU
SS LOF
22,2
3
7,4
0,13
9,6
Přijata


SS PE
295
5
59,1




PYR
SS LOF
135
3
45,0
0,05
9,6
Přijata


SS PE
4912
5
983




BaA
SS LOF
123
3
41,1
0,08
9,6
Přijata


SS PE
2696
5
539




CHR
SS LOF
3182
3
1061
1,07
9,6
Přijata


SS PE
4960
5
992




BbF
SS LOF
515
3
172
0,19
9,6
Přijata


SS PE
4591
5
918




BkF
SS LOF
234471
3
78157
8,23
9,6
Přijata


SS PE
47472
5
9494




Tabulka č.11a:  Výsledky testování linearity - pokračování

BaP
SS LOF
295
3
98,5
0,04
9,6
Přijata


SS PE
12261
5
2452




DBA
SS LOF
1351
3
450
0,08
9,6
Přijata


SS PE
2820
5
564




BPE
SS LOF
93,3
3
31,1
0,29
9,6
Přijata


SS PE
529
5
106




IPY
SS LOF
42,2
2
21,1
6,41
15,44
Přijata


SS PE
13,2
4
3,3




SS LOF  - suma čtverců reziduálů zapříčiněná nedostatečným proložením dat

SS PE    - suma čtverců reziduálů zapříčiněná nepřesným měřením

6.4  Mez detekce a mez stanovitelnosti

     Mez detekce a mez stanovitelnosti byla určena z kalibrační přímky. Mez detekce (LOD) odpovídá koncentraci, pro kterou je analytický signál statisticky významně odlišný od šumu a je nejmenší koncentrací analytu, nad kterou lze spolehlivě provést kvalitativní stanovení. Mez stanovitelnosti (LOQ) je nejmenší koncentrace analytu, nad kterou lze spolehlivě provést kvantitativní stanovení. Pro kalibrační přímky byly naměřeny roztoky standardů s nízkou koncentrací jednotlivých polyaromátů ( 1 – 10 (g/l). Výpočet byl proveden pomocí programu Effivalidation 3.0. Výsledky pro jednotlivé polutanty jsou shrnuty v tabulce č.12.

Tabulka č.12:  Výsledky testování meze detekce a meze stanovitelnosti (LOD, LOQ)

PAH
LOD
LOQ
LOD
LOQ


(g/l
(g/l
(g/kg
(g/kg

NAP
3,2
4,3
3,8
5,2

ACE
1,8
4,0
2,2
4,8

FLR
1,8
2,5
2,2
3,0

PHE
1,0
1,2
1,2
1,4

ANT
0,7
1,2
0,8
1,4

FLU
1,1
1,9
1,3
2,3

PYR
4,1
6,5
4,9
7,8

BaA
1,8
3,3
2,2
4,0

CHR
4,8
8,7
5,8
10,4

BbF
1,9
3,3
2,3
4,0

BkF
1,0
1,7
1,2
2,0

BaP
1,2
2,1
1,4
2,5

DBA
1,9
3,4
2,3
4,1

BPE
2,9
4,6
5,5
5,5

INP
7,3
8,5
8,8
10,2

6.5.  Selektivita

     Selektivita je schopnost separační metody rozdělit látku na jednotlivé složky. Kvalita dělení je závislá na různých fyzikálních, fyzikálně chemických a chemických vlastnostech zúčastněných fází v dělicím procesu. Schopnost chromatografického systému separovat dvě složky je popsána selektivním (separačním) faktorem (, což je poměr mezi dvěma kapacitními faktory.  Dvě složky jsou separovány, je-li ( ( 1. V našem případě je všech 15 PAHů dostatečně separováno. Hodnota separačních  faktorů se pohybuje v rozmezí 1,02 – 1,20 a hodnoty rozlišení jsou větší než 1,5, což znamená, že píky jsou zcela odděleny. Můžeme konstatovat, že metoda je selektivní, všechny polutanty jsou rozseparovány. Slepý pokus nevykazuje v retenčních časech jednotlivých PAHů žádné odezvy (Chromatogram č. 2, 3 – příloha č.II). Dostatečné rozdělení všech polutantů je patrné z chromatogramu č.1 v příloze č.II. Další parametry kolony jsou uvedeny v tabulce č.13.

Tabulka č.13:  Parametry kolony

PAH
retenční čas

(min.)
kapacitní faktor
účinnost kolony

(počet teor. pater  n)
účinnost kolony/délka

(počet teor.pater

n / m)
rozlišení

R
selektivní faktor   (                                 

NAP
9,7
5,07
4037
16147



ACE
13,8
7,62
18298
73191
7,99
1,5

FLR
14,4
7,99
21080
84320
1,49
1,05

PHE
15,8
8,87
24012
96048
3,49
1,11

ANT
17,2
9,74
30084
120335
3,47
1,10

FLU
18,6
10,65
31664
126658
3,57
1,09

PYR
19,8
11,36
29038
116153
2,58
1,07

BaA
23,5
13,68
53073
212293
8,49
1,20

CHR
24,3
14,17
53725
214901
1,94
1,04

BbF
27,1
15,97
60449
241795
6,66
1,13

BkF
28,5
16,84
70409
281636
3,21
1,05

BaP
29,9
17,68
73267
293069
3,07
1,05

DBA
31,8
18,86
87225
348901
4,33
1,07

BPE
32,9
19,54
93294
373175
2,53
1,04

INP
33,5
19,91
113980
455918
1,44
1,02

     Selektivita analytické metody byla dále testována porovnáním směrnic kalibračních přímek za přítomnosti interferentu (matrice)  a bez něj. K ověření selektivity bylo vybráno pět PAHů.

K testování byl použit t-test.

Tabulka č.14:  Ověření selektivity u PYR

standard

bez matrice

((g/ml)
plocha píku bez matrice

(mV.s)
standard

s matricí

((g/ml)
plocha píku s matricí

(mV.s)
směrnice bez matrice
směrnice s matricí
t  vyp.
t  krit.
hypotéza

0,1
836
0,097
1082
7512
6790
2,161
2,447
přijata

0,2
1623
0,19
1640






0,4
3085
0,36
2623






0,5
3819
0,43
3266






Tabulka č.15:  Ověření selektivity u BaA

standard

bez matrice

((g/ml)
plocha píku bez matrice

(mV.s)
standard

s matricí

((g/ml)
plocha píku s matricí

(mV.s)
směrnice bez matrice
směrnice s matricí
t  vyp.
t  krit.
hypotéza

0,1
582
0,097
623
5489
5401
1,080
2,447
přijata

0,2
1166
0,19
1115






0,4
2233
0,36
2023






0,5
2773
0,43
2383






Tabulka č.16:  Ověření selektivity u  CHR

standard

bez matrice

((g/ml)
plocha píku bez matrice

(mV.s)
standard

s matricí

((g/ml)
plocha píku s matricí

(mV.s)
směrnice bez matrice
směrnice s matricí
t  vyp.
t  krit.
hypotéza

0,1
942
0,097
1071
8864
8676
1,145
2,447
přijata

0,2
1879
0,19
1860






0,4
3611
0,36
3291






0,5
4475
0,43
3881






Tabulka č.17:  Ověření selektivity u BbF

standard

bez matrice

((g/ml)
plocha píku bez matrice

(mV.s)
standard

s matricí

((g/ml)
plocha píku s matricí

(mV.s)
směrnice bez matrice
směrnice s matricí
t  vyp.
t  krit.
hypotéza

0,1
1038
0,097
1318
9776
9575
0,697
2,447
přijata

0,2
2102
0,19
2194






0,4
3996
0,36
3778






0,5
4938
0,43
4349






Tabulka č.18 :  Ověření selektivity u BkF

standard

bez matrice

((g/ml)
plocha píku bez matrice

(mV.s)
standard

s matricí

((g/ml)
plocha píku s matricí

(mV.s)
směrnice bez matrice
směrnice s matricí
t  vyp.
t  krit.
hypotéza

0,1
2019
0,097
2017
18453
17768
1,892
2,447
přijata

0,2
4032
0,19
3665






0,4
7608
0,36
6698






0,5
9353
0,43
7785






6.6  Citlivost 

     Citlivost je definována jako rozdíl v koncentraci analytu, který odpovídá nejmenšímu rozdílu, jenž může být ještě detekován při odezvě instrumentace metody. Byla stanovena ze směrnice kalibrační přímky. Výpočet byl proveden pomocí programu Effivalidation 3.0 a výsledky jsou uvedeny v tabulce č.19.

Tabulka č.19:  Výsledky citlivosti PAHů

PAH
citlivost  (mV. s/(g)

NAP
0,74

ACE
6,0

FLR
3,9

PHE
4,9

ANT
6,3

FLU
1,3

PYR
5,5

BaA
3,5

CHR
5,6

BbF
5,4

BkF
16,4

BaP
8,2

DBA
4,0

BPE
1,7

INP
0,8

7. Závěr

     Na základě provedených validačních měření lze konstatovat, že výše popsaná metoda stanovení polyaromatických uhlovodíků byla úspěšně validována a že ji lze považovat za vhodnou  a  platnou  pro  analýzy  půd  a  podobných materiálů.
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[image: image23.png]Ptiloha &.II — chromatogram &.1, smésny standard PAH1 o koncentraci 0,05 pg/ml
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[image: image25.png]Ptiloha &.I1 — chromatogram ¢&.3, standard PAHU a slepy pokus
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[image: image26.png]Pfiloha &.I1 — chromatogram &.4, redlny vzorek pldy
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Příloha č.3:

Tabulka č.15:    Výtěžnost SPE C8 kolonky  -  1. koncentrační úroveň  c = 0,1667 (g/ml,  n = 7


PAH

1.


2.

3.

4.

5.

6.

7.

medián
((g/ml)
průměr
((g/ml)
SD

((g/ml)
RSD
%
výtěžnost

%

NAP
0,1681
0,1701
0,1607
0,1638
0,1741
0,1652
0,1642
0,1652
0,1666
0,0042
2,50
99,1

ACE
0,1699
0,1693
0,1623
0,168
0,1733
0,171
0,1784
0,1699
0,1703
0,0046
2,68
101,9

FLR
0,1686
0,1701
0,1646
0,1672
0,1722
0,1708
0,1755
0,1701
0,1699
0,0033
1,92
102,0

PHE
0,1679
0,1682
0,1629
0,1641
0,1713
0,1725
0,1711
0,1682
0,1683
0,0034
2,03
100,9

ANT
0,165
0,1677
0,1619
0,1641
0,1685
0,1665
0,1675
0,1665
0,1659
0,0022
1,31
99,9

FLU
0,165
0,1678
0,1607
0,162
0,1665
0,1616
0,1659
0,1650
0,1642
0,0026
1,55
99,0

PYR
0,1715
0,1727
0,1679
0,1689
0,1751
0,1796
0,1752
0,1727
0,1730
0,0037
2,16
103,6

BaA
0,1688
0,1755
0,1706
0,1738
0,1713
0,1682
0,1687
0,1706
0,1710
0,0026
1,50
102,3

CHR
0,1679
0,1764
0,1728
0,175
0,173
0,1673
0,1661
0,1728
0,1712
0,0038
2,20
103,7

BbF
0,1695
0,1721
0,1678
0,1689
0,1694
0,1656
0,1634
0,1689
0,1681
0,0026
1,57
101,3

BkF
0,1675
0,1759
0,1725
0,1724
0,1669
0,1653
0,1622
0,1675
0,1690
0,0044
2,63
100,5

BaP
0,1689
0,1757
0,1728
0,1747
0,1765
0,1715
0,1706
0,1728
0,1730
0,0026
1,50
103,7

DBA
0,1647
0,1748
0,1717
0,1716
0,1664
0,1621
0,159
0,1664
0,1672
0,0053
3,18
99,8

BPE
0,1678
0,1744
0,1732
0,1722
0,1744
0,1707
0,1642
0,1722
0,1710
0,0035
2,05
103,3

INP
0,167
0,1761
0,1734
0,1689
0,1673
0,1659
0,1615
0,1673
0,1686
0,0045
2,67
100,4

Tabulka č.16:   Výtěžnost SPE C8 kolonky  –  2. koncentrační úroveň   c =  0,3333 (g/ml,  n = 5

PAH

1.


2.

3.

4.

5.

medián
((g/ml)
průměr
((g/ml)
SD

((g/ml)
RSD
%
výtěžnost

%

NAP
0,3273
0,3343
0,3432
0,3270
0,3223
0,3308
0,3273
0,0073
2,20
99,3

ACE
0,3322
0,3459
0,3515
0,3417
0,3576
0,3458
0,3459
0,0086
2,50
103,7

FLR
0,3290
0,3398
0,3396
0,3377
0,3444
0,3381
0,3396
0,0051
1,50
101,4

PHE
0,3319
0,3416
0,3412
0,3415
0,3449
0,3402
0,3415
0,0044
1,29
102,1

ANT
0,3230
0,3364
0,3322
0,3358
0,3372
0,3329
0,3358
0,0052
1,58
99,9

FLU
0,3245
0,3380
0,3348
0,3356
0,3343
0,3334
0,3348
0,0046
1,39
100,0

PYR
0,3255
0,3371
0,3385
0,3438
0,3443
0,3378
0,3385
0,0068
2,01
101,4

BaA
0,3294
0,3435
0,3420
0,3442
0,3449
0,3408
0,3435
0,0058
1,70
102,3

CHR
0,3352
0,3451
0,3471
0,3464
0,3451
0,3438
0,3451
0,0044
1,27
103,1

BbF
0,3338
0,3484
0,3345
0,3447
0,3481
0,3419
0,3447
0,0065
1,89
102,6

BkF
0,3380
0,3493
0,3457
0,3472
0,3523
0,3465
0,3472
0,0048
1,38
104,0

BaP
0,3370
0,3505
0,3462
0,3499
0,3512
0,3470
0,3499
0,0053
1,52
104,1

DBA
0,3366
0,3447
0,3447
0,3455
0,3388
0,3421
0,3447
0,0036
1,06
102,6

BPE
0,3426
0,3534
0,3478
0,3548
0,3512
0,3500
0,3512
0,0044
1,25
105,0

INP
0,3304
0,3483
0,3304
0,3496
0,3331
0,3384
0,3331
0,0087
2,57
101,5

Tabulka č.17:    Výtěžnost SPE C8 kolonky  -  3. koncentrační úroveň   c =  0,4167 (g/ml,   n = 6

PAH

1.


2.

3.

4.

5.

6.

medián
((g/ml)
průměr
((g/ml)
SD

((g/ml)
RSD
%
výtěžnost

%

NAP
0,4269
0,4662
0,4176
0,4323
0,4154
0,4154
0,4290
0,4223
0,0178
4,15
102,9

ACE
0,4126
0,4651
0,416
0,417
0,4235
0,4039
0,4230
0,4165
0,0197
4,66
101,5

FLR
0,4366
0,4507
0,4231
0,4237
0,4232
0,4128
0,4284
0,4235
0,0121
2,84
102,8

PHE
0,4332
0,466
0,4161
0,4256
0,4099
0,4036
0,4257
0,4209
0,0205
4,80
102,2

ANT
0,4226
0,4498
0,4059
0,411
0,4055
0,3964
0,4152
0,4085
0,0173
4,18
99,6

FLU
0,4291
0,463
0,419
0,4158
0,4092
0,4045
0,4234
0,4174
0,0193
4,56
101,6

PYR
0,4294
0,4646
0,4198
0,4216
0,4092
0,409
0,4256
0,4207
0,0188
4,43
102,1

BaA
0,3956
0,4167
0,4093
0,4057
0,3946
0,3919
0,4023
0,4007
0,0089
2,22
96,5

CHR
0,3865
0,3989
0,415
0,4015
0,39
0,3861
0,3963
0,3945
0,0102
2,57
95,1

BbF
0,4194
0,4444
0,4059
0,4093
0,411
0,4012
0,4152
0,4102
0,0142
3,41
99,6

BkF
0,372
0,3817
0,3978
0,3858
0,3811
0,3717
0,3817
0,3814
0,0089
2,32
91,6

BaP
0,3808
0,4032
0,4085
0,4055
0,3903
0,3829
0,3952
0,3968
0,0110
2,79
94,8

DBA
0,3649
0,3636
0,3956
0,3809
0,3827
0,3724
0,3767
0,3767
0,0111
2,95
90,4

BPE
0,4003
0,4345
0,4168
0,4101
0,3903
0,4047
0,4095
0,4074
0,0139
3,39
98,3

INP
0,3903
0,4177
0,4223
0,3934
0,396
0,3862
0,4010
0,3947
0,0138
3,45
96,2
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Amplifikace pramotoru 35 S (228 bp)
21202 prag. D:15 355 NOS

M marker 100 by
70,80,95..... vzorky 1570, 1680, 1695
P pozitimi kentrola (Bt-176)
N negathni kontrola (stand )
BT beztemplatova kontrola
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