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Ovéreni homogenity vzorku pro sledovani mykotoxini

Martina Cumova

Ustiedni kontrolni a zkusebni Gstav zemédélsky, Odbor NRL Brno
Hroznové 2, 656 06 Brno
martina.cumova@ukzuz.cz

1 Uvod

V roce 2013 se v Rimé uskutenilo Vyroéni setkani konsorcia Narodnich referenénich
laboratofi pro mykotoxiny. Ptispévek ucastnika setkani ze Svédské NRL se zabyval pfipravou
vzorku pro sledovani mykotoxind - zpisobem mleti, homogenizaci a umen3enim vzorku.
V soucasnosti mnoho laboratofi neprovadi pravidelné testy homogenity vzorku. V této praci
byl navrzen postup pro ovéfeni homogenity ptipravy vzorku pro sledovani vybranych
mykotoxinil. Tento postup byl aplikovan na vzorky, které byly ptipraveny podle JPP UKZUZ
10575.1 Multirezidualni metoda stanoveni mykotoxini metodou LC-MS/MS.

2 Teoreticka ¢ast

VySetieni pfitomnosti kontaminanti musi mit co nejvyssi vypovidaci schopnost. Pozornost
se tedy vénuje nejen samotné analyze, ale piedev§im pfiipravé vzorku a jeho odbéru
pro zajisténi dostateCné reprezentativniho vzorku. Pravé odbér vzorkli pro sledovani
mykotoxind je nejkieh¢im ¢lankem v postupu jejich analyzy. Chybné vzorkovani materidlu
a odbér pomérné ¢asti z celkového odebraného vzorku tvoii podle mnohych autorti okolo 90 %
celkové chyby mykotoxinové analytiky [1]. Na vin¢ je totiz nizkd koncentrace téchto latek
v dané komodit¢ a jejich nerovhomérné rozlozeni. Mikroskopické vlaknité houby (plisn¢), které
mykotoxiny produkuji, se bézn¢ vyskytuji v izolovanych mistech, tzv. ohniscich ¢i loziscich
[2, 3].

V souvislosti se zajisténim co nejvyssiho stupné reprezentativnosti laboratorniho vzorku byla
vypracovana pravidla, kterd uvadi VyhlaSka Ministerstva zemédélstvi 211/2004 Sb. a jeji

prilohy [4]. Metody odbéru vzorku a metody analyzy pro ufedni kontroly mnoZzstvi mykotoxint
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v potravinach jsou dany Nafizenim 401/2006/ES [5]. Tento dokument zahrnuje i opatfeni
Vv piipad¢ heterogenni distribuce mykotoxinii ve vzorkovaném materidlu [2]. Obecné plati,
Ze homogenita vzorku pro testovani v laboratofi mize byt zvySena pouzitim vy$si navazky.
Neustale je vSak zapotiebi klast diraz na homogenizaci vzorku naptiklad mletim na velmi
jemné castice s naslednym promisenim.

Vzorky pro sledovani mykotoxinti se v NRL UKZUZ homogenizuji pomoci mlynu VM7
(KOVO-PROGRES, Hranice, CR) (Obrazek 1).

Obrazek 1. Mlyn VM7 pro homogenizaci vzorku urcenych pro sledovani mykotoxini.

3 Prakticka Cast

MIyn VM7 (KOVO-PROGRES, Hranice, CR), je uren k jemnému mleti suchych zrnitych
a vlaknitych materiald v davkach do 150 g a pro kontinuélni mleti. Technické specifikace

tohoto zafizeni jsou uvedeny v Tabulce 1.



Tabulka 1. Technické udaje mlynu VM7.

Parametr Specifikace

Typ 286

Piikon 2,2 kW

Maximalni vstup zrna 10 mm, ojedinéle 15 mm
Vystupni zrnitost (0,5 - 1) mm podle sita
Otacky nozl 9000 ot/min

Napéjeci napéti 3x 380V, 50 Hz
Rozméry (225 x 460 x 500) cm
Hmotnost 40 kg

Pro hodnoceni homogenity vzorki pfipravenych pomoci mlynu VM7 byly vybrany tii rozdilné
materialy, které reprezentuji vétSinu material, které se na daném zafizeni homogenizuji.
Zaroven byla vybérova kritéria podrobena specifické kontaminaci kazdého vzorku tak, aby bylo
hodnoceno co nejvice parametr.

Vzorky byly nasledné analyzovany metodou podle JPP UKZUZ 10575.1 Multirezidualni
metoda stanoveni mykotoxini metodou LC-MS/MS. Analyty byly ze vzorku extrahovany
pomoci modifikované QUEChERS metody s naslednou analyzou ultrau¢innou kapalinovou
chromatografii s tandemovou hmotnostné spektrometrickou detekci (UPLC-MS/MS). Soupis
vzorku a sledovanych analyti je uveden v Tabulce 2.

Analyzovano bylo vzdy 12 navazek z kazdého vzorku, a to v paralelnim méfeni.
Pro vyhodnoceni homogenity se postupovalo podle ISO 13528:2005. Ziskana data byla
vyhodnocena pomoci softwarové sady Microsoft Office Excel 2010 a ziskané protokoly jsou

piilohou k této praci.

4 Vysledky a diskuse

Homogenita mleti na mlynu VM7 byla ovéfena podle ISO 13528:2005. Vysledky jsou shrnuty
v Tabulce 2. Podrobné ovéreni homogenity je uvedeno pro kazdy vzorek a kazdy analyt zvlast

v piilohach této prace.



Tabulka 2. Ovéfeni homogenity vzorkii pro analyzu mykotoxini pripravenych pomoci

mlynu VM7 (KOVO-PROGRES, Hranice, CR).

Vzorky Vz.913/2014 Vz.1165/2014 Vz.1443/2014
Deoxynivalenol (DON) OK NA OK
Zearalenon (ZON) OK NA OK
Ochratoxin A (OTA) NA OK NA
Enniatin B (ENB) NA OK OK
Fumonisin B1 (FB1) NA NA OK

T-2 toxin (T-2) NA NA OK
Beauvericin (BEA) NA NA OK
Enniatin B1 (ENB1) NA NA OK
Material Kukufice Tritikale Doplitkova krmna

smes

NA... pfislusny parametr nebyl analyzovan

5 Z.aveér

V ramci prace byla ovéifena homogenity vzorka pfipravenych pomoci mlynu VM7. PouZivany

mlyn poskytuje dostatecné homogenni material pro analyzu mykotoxind v Krmivech

a surovinach pro jejich vyrobu.
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Priloha

Homogeneity check
(ISO 13528 Annex B)

Samplet value#l, xt1

1 847.05
2 803.61
3 831.36
4 803.17
5 831.88
6 845.02
7 738.55
8 699.93
9 825.17

10 690.22

11 780.26

12 812.12

13

14

15

16

17

18

19

20

value#2, xt,2
752.7
883.4
819.2
711.79
776.63
816.11
749.47
816.19
822.15
728.2
796.77
683.98

number of samples g
general average (B.6)

STD of sample averages (B.7), sx
within-samples STD (B.8), sw
between-samples STD (B.9), ss

Expected standard deviation for proficiency

assessment

Homogeneity

Méreno na XEVO

ok

1443-DON

sample
average (B.4),
Xt,.
799.875
843.505
825.28
757.48
804.255
830.565
744.01
758.06
823.66
709.21
788.515
748.05

12
786.03875

42.08241568
49.76384301
23.0805042

between-test-
portion ranges
(B.5), wt

94.35

79.79

12.16

91.38

55.25

28.91

10.92

116.26

3.02

37.98

16.51

128.14

172.928525




Homogeneity check
(ISO 13528 Annex B)

Samplet value#l, xt1

1 184.89
2 194.19
3 171.66
4 221.39
5 350.55
6 278.06
7 220.98
8 331.67
9 180.25

10 204.84

11 311.26

12 278.61

13

14

15

16

17

18

19

20

value#2, xt,2

306.63
311.94
279.75
246.58
321.42
314.84
204.37

177.06

256.93
283.58
199.66
205.66

number of samples g
general average (B.6)

STD of sample averages (B.7), sx
within-samples STD (B.8), sw
between-samples STD (B.9), ss

Expected standard deviation for proficiency

assessment

Homogeneity

Méreno na XEVO

ok

913-DON
sample between-test-
average (B.4), portion ranges
Xt,. (B.5), wt
245.76 121.74
253.065 117.75
225.705 108.09
233.985 25.19
335.985 29.13
296.45 36.78
212.675 16.61
254.365 154.61
218.59 76.68
244.21 78.74
255.46 111.6
242.135 72.95

12
251.5320833

34.27289589
63.65310162
0

55.33705833




913-ZON

12
20.98666667

9.645656897
18.41399377
0

4.617066667




1165-OTA

12
6.28375

2.50213284
4.625138286
0

1.382425




1165-ENB

12
37.34458333

5.945030185
10.05365667
0

8.215808333




1443-FB1

254.725

300.9 276.69 288.795 24.21
325.18 249.14 287.16 76.04
372.59 269.05 320.82 103.54
329.55 250.78 290.165 78.77
306.99 241.43 274.21 65.56
286.27 269.64 277.955 16.63
229.09 262.31 245.7 33.22
221.17 237.37 229.27 16.2
270.08 256.07 263.075 14.01

278 248.65 263.325 29.35

307.5 264.36 285.93 43.14

12
273.4275

24.13235281
37.38506576
0

60.15405
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11

1443-T-2

12
6.70125

1.091429682
2.096732577
0

1.474275




1443-Z0ON

185.47

196.93 169.94 183.435 26.99
194.14 174.71 184.425 19.43
192.02 159.56 175.79 32.46
197.54 162.07 179.805 35.47
195.38 162.85 179.115 32.53
161.22 155.04 158.13 6.18
193.82 189.07 191.445 4.75
189.33 173.07 181.2 16.26

192.7 152.66 172.68 40.04
187.66 174.33 180.995 13.33
176.44 181.45 178.945 5.01

12
179.28625

8.202788917
16.6036305
0

39.442975
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13

1443-ENB

12
85.245

5.283692321
8.56128933
0

18.7539




1443-BEA

110.77

123.35 99.44 111.395 23.91
121.9 98.05 109.975 23.85
119.31 96.32 107.815 22.99
109.55 88.09 98.82 21.46
108.72 87.92 98.32 20.8
81.18 98.14 89.66 16.96
82.13 100.03 91.08 17.9
98.68 89.18 93.93 9.5
96.99 90.31 93.65 6.68
93.62 83.28 88.45 10.34
93.67 84.27 88.97 9.4

12
98.56958333

9.069370395
12.86075668
0

21.68530833
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Homogeneity check

(ISO 13528 Annex B) 1443-ENB1

sample between-test-
average (B.4), portion ranges
Sample t value#1, xt1 value#2, xt.2 Xt,. (B.5), wt
1 32.53 25.01 28.77 7.52
2 33.27 25.39 29.33 7.88
3 25.79 31.98 28.885 6.19
4 25.53 32.53 29.03 7
5 26.35 24.71 25.53 1.64
6 27.47 24.65 26.06 2.82
7 27.1 27.91 27.505 0.81
8 26.56 27.57 27.065 1.01
9 26.44 26.54 26.49 0.1
10 26.69 27.89 27.29 1.2
11 25.26 23.87 24.565 1.39
12 25.07 24.44 24.755 0.63
13
14
15
16
17
18
19
20
number of samples g 12
general average (B.6) 27.10625
STD of sample averages (B.7), sx 1.671081747
within-samples STD (B.8), sw 3.041779222
between-samples STD (B.9), ss 0
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Zavedeni stanoveni HBCD metodou LC-MS/MS

Petra Kosubova, Klara KantoSova

Ustiedni kontrolni a zkusebni Gstav zemédélsky, Odbor NRL Brno
Hroznova 2, 656 06 Brno
petra.kosubova@ukzuz.cz

1 Uvod

Hexabromocyklododekany (HBCD) patfi mezi bromované zpomalovace hoteni, které
se pouzivaji ve stavebnim pramyslu jako soucast polystyrenovych pén vyuzivanych k tepelnym
izolacim budov. HBCD vykazuji charakteristiky perzistentnich organickych polutanti a jsou
zatazeny do seznamu Stockholmské Uumluvy. V ramci projektu ,,Rizika a pfinosy aplikace
exogenni organické hmoty na pidu” bylo navrzeno sledovani téchto latek. Jelikoz stanoveni
téchto analytli nebylo na pracovisti zavedeno, bylo nutné navrhnout a ovéfit postup piipravy

vzorkt pad a organickych materialti a postup méfeni metodou LC-MS/MS.

2 Teoreticka ¢ast

Exogenni organické materialy (EOM), napi. komposty a digestaty, mohou mit po zapracovani
do pidy mnoho positivnich vlivl, jako je zlepSeni kvality pady a jeji urodnosti (1).
Tyto materiély ale mohou byt kontaminovany rtiznymi organickymi latkami, které mohou mit
nez&douci vliv na zdravi lidi a volné Zijicich zvitat. Informaci o obsahu, osudu a efektech
organickych polutantt v téchto materialech je znamo velmi malo (2, 3). Jednim z cilt projektu
bylo zjistit vyskyt HBCD ve vybranych EOM a studovat dopad jejich aplikace na kontaminaci
pud v ramci nadobovych a polnich experiment.

HBCD se pouzivaly jako bromované zpomalovacée hofeni napt. v elektronickych zafizenich,
plastovych a textilnich vyrobcich. V soucasnosti je jejich pouzivani zna¢né omezeno
Stockholmskou konvenci o0 POPs. Docasnou vyjimku piedstavuje pouziti HBCD
ve stavebnictvi pfi vyrobé polystyrenovych isolaénich pén. 1 pies omezenou vyrobu
apouzivani jsou tyto kontaminanty stale detekovany v Zivotnim prostfedi a odpadnich

materialech jako jsou Cdistirenské kaly, komunalni bioodpad nebo vedlejsi produkty
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primyslovych vyrob (4). Pokud se maji tyto odpadni materidly pouZivat v zeméd¢€lstvi
jako hnojiva, mély by byt hodnoceny na zakladé kontrolni analyzy.

V soucasnosti neni k dispozici zadny normovany postup urceny pro analyzu HBCD. V ramci
prace byl na zakladé¢ literarni reSerSe vybran postup ptipravy zalozeny na extrakci do smési
organickych rozpoustédel a precisténi pomoci disperzni extrakce na tuhou fazi (DSPE) (5).
Koncové stanoveni bylo provedeno pomoci ultrati¢inné kapalinové chromatografie ve spojeni
s tandemovou hmotnostni spektrometrii (UPLC-MS/MS), pticemz pro kvantifikaci byla
vyuzita metoda izotopového fedéni a vnitiniho standardu. Uvedend metoda byla ovétfena
pro stanoveni HBCD vV padnich vzorcich a dalSich organickych materidlech a aplikovana

pfi feSeni vySe zminovaného projektu.

3 Prakticka cast

3.1 Material a metody

3.1.1  Standardy a referen¢ni materialy

Standardy o koncentraci 50 pug/ml toluenu (Wellington Laboratories, Kanada):
a-1,2,5,6,9,10-hexabromocyklododekan,
B-1,2,5,6,9,10-hexabromocyklododekan,
v-1,2,5,6,9,10-hexabromocyklododekan,

izotopové znadeny 0-1,2,5,6,9,10-hexabromo[*3C12]cyklododekan (1S1),
izotopové znageny y-1,2,5,6,9,10-hexabromo[*3C12]cyklododekan (1S2).

3.1.2 Chemikalie

Dichlormethan (Merck), acetonitril (Merck), methanol (Merck), PSA sorbent (Supelco),

kyselina octova o ¢istoté LC-MS (Sigma-Aldrich), deionizovana voda.

3.1.3  Laboratorni pomticky a vybaveni pro piipravu vzorku

Analytické vahy (Sartorius), ultrazvukova lazen Ecoson (Labicom), odstiedivka Sigma
2-16K (Sigma), vysokorychlostni michadlo (Vortex), polypropylenové zkumavky (15 ml),
koncentrator Termovap (Ecom), stiikacky (2 ml), stiikatkové PTFE filtry (0,2 um), davkovace

Hamilton, automatické pipety, sklenéné vialky, béZzné laboratorni vybaveni a laboratorni sklo.
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3.1.4  Postup pfipravy

Do 15ml plastové zkumavky byl navazen 1 g upraveného vzorku a byl obohacen vnitinim
standardem (IS1). Vzorek byl extrahovan v ultrazvukové lazni 15 min. 5ml 50%
dichlormethanu v acetonitrilu. Poté byl extrakt odstiedén, supernatant byl odebran do Cisté
zkumavky a extrakce byla jest¢ jednou opakovana. Spojeny extrakt byl zkoncentrovan
pod proudem dusiku na objem 2 ml a byl piecistén DSPE sorbentem PSA (100 mg). Poté byl
extrakt znovu odstfedén a supernatant byl zkoncentrovan pod proudem dusiku témét do sucha
a nasledn¢ doplnén methanolem na objem 0,5ml. Po promichani byl extrakt filtrovan

pies 0,2 um PTFE filtr do vialky a obohacen nastfikovym standardem (IS2) (6).

3.1.5  Pfistrojové vybaveni a podminky pro koncové stanoveni

Extrakty byly analyzovany pomoci ultrau¢inného kapalinového chromatografu ve spojeni
s trojnasobnym kvadrupolovym hmotnostnim spektrometrem (Acquity UPLC — TQ MS Xevo,
Waters, USA). Chromatograficka separace byla provedena na koloné¢ Acquity UPLC® BEH
C18 (50 mm x 2,21 mm x 1,7 um) gradientovou eluci mobilni faze sloZzené z methanolu
(0,1% CH3COOH) a deionizované vody (0,1% CH3COOH). Pratok byl 0,6 ml/min. Teplota
kolony byla 50 °C a objem nastiiku 5 pl. lonizace byla provedena elektrosprejem v negativnim
médu a MS detekce probihala vrezimu sledovani vybranych ptechodi (MRM).
Pro kvantifikaci byl pouzit specificky pfechod: [M-H]" — [Br]-.

3.2  Vysledky a diskuse

3.2.1. Pracovni charakteristiky metody

S pouzitim uvedenych méficich podminek bylo dosazeno chromatografické separace
sledovanych isomert HBCD (viz Obrazek 1), coZz bylo nezbytné pro spravnou kvantifikaci
jednotlivych isomerd. Limit kvantifikace 0,5 ng/g byl odvozen z poméru signalu k Sumu
isomery provedena v rozsahu 0,5 ng/g az 250 ng/g (viz Obrézek 3).

Referenéni materialy nejsou pro HBCD k dispozici. Spravnost metody byla tudiZ stanovena
pomoci vytéznosti vnitiniho standardu, **Ci2-a-HBCD (IS1). Vzorek pidy byl pied extrakci
touto latkou obohacen na hladiné 12,5ng/g a jeho obsah stanoven pomoci
13C1,-y-HBCD (IS2) ptidaného do finalniho extraktu pfed méfenim taktéZ na hladiné 12,5 ng/g.

Analyzou 176 pudnich vzorki bylo zjisténo, ze postup vykazuje vytéznost 82 % a relativni
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standardni odchylku 16 % stanovenou za podminek reprodukovatelnosti. Stanovené parametry

vyhovuji miniméalnim pozadavkiim pro spravnost a piesnost analytické metody uvedenym

ve smérnici 2002/657/ES (7).

s51509hbed 50

100+

141107-23 Sm (Mn, 1x1

1: MRM of 3 C

hannel
TIC {HBCD)

14522

230

2.80

= ES

Time

Obrazek 1. Chromatograficka separace isomeri HBCD na koloné Acquity UPLC BEH

C18.

ss1509hbed 1

7-21 Sm (Mn, 2x1})

%

12

280

Obrazek 2. Chromatogram nejniZsiho kalibra¢niho bodu odpovidajici 0,5 ng/g.
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Compound name: alfa-HBCD

Correlation coefficient r =0.999635, r2 =0.999270

Calibration curve: 1.59772 " x +-0.203511

Response type: Internal Std (Ref2 ), Area ™ (IS Conc. /IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: 1/x, Axis trans: None

750

500

250

Response

0 ng/ml
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500

Compound name: beta-HBCD

Correlation coefficient r =0.999314, r2 =0.998629

Calibration curve: 1.43201 " x+-0.586927

Response type: Internal Std (Ref2 ), Area ™ (IS Conc. /IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: 1/x, Axis trans: None

600

400

Response

200

0 ng/mil
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500

Compound name: gamma-HBCD

Correlation coefficient r =0.999808, "2 =0.999616

Calibration curve: 2.32152 * x+-0.689916

Response type: Internal Std (Ref2 ), Area ™ (IS Conc. /IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Include, Weighting: 1/x, Axis trans: None

1000
[14]
w
=
[=]
& 500
[14]
14

0 ng/mil
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500

Obrazek 3: Kalibraé¢ni zavislosti isomeru HBCD.
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3.2.2.  Analyza realnych vzorka

Ovétenym postupem bylo nejprve pfipraveno a analyzovano 7 vzorki testovanych kompostii
a digestat (viz Tabulka 1). HBCD nebyly detekovany v masokostni moucce a digestatu z fizka
cukrové fepy. Nejvyssi obsah HBCD byl stanoven v kompostu z domovniho odpadu. Nélezy
HBCD v EOM nebyly hodnoceny, protoZe v soucasnosti neexistuje zadny legislativni piedpis
v ramci EU ur€ujici maximalni limity pro obsah HBCD v kompostech a digestatech. Dale byla
provedena analyza HBCD ve 244 vzorcich pud. S vyjimkou 3 vzorku, ve kterych byl stanoven
v-HBCD na hladinéch nizSich nez 1 ng/g, byly viechny néalezy pod LOQ nebo nebyly HBCD

ve vzorcich viibec detekovany (8).

Tabulka 1. Obsahy HBCD v testovanych kompostech a digestatech.
EOM Ag Ra Dg Mb Sm Bp Dw | LOQ

Obsah sumy 3 isomerd | 9035 | 0,032 | 0,002 | ND | 0,002 | ND | 0,130 | 0,002
HBCD (mg/kg susiny)
ND - nedetekovano, LOQ —kvantifika¢ni limit

4 Z.avér

Uvedena metoda byla ovéfena pro stanoveni HBCD v abiotickych matricich. Metoda poskytla
pracovni charakteristiky, které vyhovuji legislativnim pozadavkim. Ovéfena metoda byla
uplatnéna pii feSeni mezinarodniho projektu, jehoz cilem bylo studium kontaminace exogenni
organické hmoty a jejiho vlivu pii aplikaci na pidu. Vyskyt HBCD v testovanych materialech
nebylo mozné posoudit, protoze nebyl k dispozici zadny pravni ptedpis definujici maximalni
pripustné obsahy v kompostech a digestatech. V ptidnich vzorcich byly nidlezy HBCD zcela

ojedinglé.
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1 Uvod

Piidni organicka hmota (SOM, soil organic matter) je nepostradatelna pro fadu klicovych funkci
a procesu, které ptida zajistuje pro fungovani celého ekosystému. Jako ptiklad miizeme uvést
agregaci pudnich ¢astic a s ni souvisejici ochranu proti erozi, schopnost ptidy zadrzovat vodu,
vazat organické polutanty a tim sniZovat jejich biodostupnost, vazat mineralni Ziviny a brénit
jejich vyplavovani, slouzit jako substrat pidnim mikroorganizmlim a bezobratlym a ovliviiovat
tepelny rezim pudy (Blanco-Canqui, 2013). Uvedene funkce SOM souviseji s jeji strukturou
a vazbou na mineralni ¢astice. PfedloZena prace se zabyva zavedenim metody pro stanoveni
labilni frakce SOM. Pro extrakci se pouziva bud’ voda, kdy se ziskaji zejména nizkomolekularni
slouCeniny snadno vyuzitelné pidnimi mikroorganizmy (WSC, zang. water soluble C)
nebo horka voda, pomoci které dochazi k extrakci mikrobialni biomasy, extracelularnich
enzymu a nékterych polymernich slou¢enin (HWSC, z ang. hot water soluble C), ktere
ovlivituji piidni agregaci. Jak WSC, tak HWSC jsou povazovany za Casny indikator zmén
V obsahu SOM vlivem zménénych vnéjsich podminek, jako je napt. zpiisob obhospodatovani
pudy (Ghani et al. 2003; Uchida et al., 2012). Za ucelem kvalitativniho hodnoceni SOM byla
v uvedenych extraktech zmétena spektra v UV oblasti. Pro statistickou analyzu byly vzaty
hodnoty absorbance pii 254 nm, ktera odpovida aromatickym skupindm (Matilainen, 2011).
Pti této vinové délce jiz neabsorbuji dusi¢nany a sirany, jejichz pfitomnost znemoziuje
charakterizaci SOM pfi kratSich vinovych délkach (obrazek 1).

Cilem préace bylo:

1. Zavést metodu pro stanoveni WSC a HWSC.

2. Stanovit meze detekce a opakovatelnosti.

3. Vyhodnotit, jakym zpiisobem ovlivituje obhospodafovani ptidy obsah WSC a HWSC.
4, Popsat, jakym zptisobem je WSC a HWSC ovlivnéno suSenim.
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5. Popsat vztahy WSC a HWSC spadnimi fyzikalné-chemickymi

a mikrobiologickymi charakteristikami.

001 HIE

Abrorhancs

Obréazek 1. Spektra dusiénani (¢ = 4 pg NO3z - N.ml?), sirani (¢ = 0,5 mol SO4.ml?)
a vodnych extrakti dvou vybranych pid v UV a viditelné oblasti. Hnéda vertikalni ¢ara
oznacuje vinovou délku 254 nm. HWSC - horkou vodou extrahovatelny C, WSC - vodou
extrahovatelny C.

2 Princip

Metoda extrakce vychazi z prace Ghani et al. (2003). Piadni vzorek se tfepe s vodou
pfi laboratornim teploté, odstiedi se, dekantuje a roztok se filtruje (0,45 pm). Ve filtratu
se stanovi celkovy uhlik (WSC). K ptidé po dekantaci se piida voda a pudni suspenze
se inkubuje 16 h pii 80 °C. Poté se vzorek odstiedi, dekantuje a ve filtratu (0,45 pum) se stanovi
celkovy uhlik (HWSC). Uhlik byl stanoven pomoci metody 31020.1 Stanoveni oxidovatelneho
uhliku v pidnim extraktu (K2SOs).

3 Material a metody

31  Pady

Pidni vzorky byly odebirany vramci monitoringu mikrobialnich vlastnosti pud CR.
Z celkového poctu 45 lokalit je 28 lokalit na ornych pudach, devét na trvalych travnich
porostech (TTP) a na sedmi doslo béhem sledovaného obdobi (1993 - 2014) ke zméné zptisobu
obhospodaiovani. Ve vSech piipadech se jednalo o zatravnéni orné pudy, ke kterému doslo
v obdobi 1995 — 2005 (data pro jednotlivé plochy jsou dostupnd). Ze statistického hodnoceni
byla vylouc¢ena ptida s oznaénim 9117 odebrana na lokalit¢ Cikar v CHKO Tteborisko.

Duvodem byly extrémné nizké hodnoty nékterych diive stanovenych mikrobiologickych

25



parametr  (uhlik mikrobidlni biomasy, bazalni a substratem indukovana respirace).
Podle sd¢leni spravy CHKO se pravdépodobné jednalo o dusledek rozryti plochy divokymi
prasaty.

Vzorky byly po odbéru ulozeny v lednicce, prosety (2 mm) a zamrazeny (-20 °C). Analyzy byly
provadény v obdobi srpen — zati 2015. Vzorky byly rozmrazovany ptes noc v ledni¢ce a ihned
poté byla zahajena extrakce. Pro zjiSténi, jakym zpiisobem suSeni pfi laboratorni teploté
ovlivituje obsah WSC a HWSC bylo vybrano 22 vzorki pokryvajici interval nalezenych hodnot
WSC/HWSC s piihlédnuti k rozsahu pH (1 M KCl) a obsahu jilovitych ¢astic (< 0,002 mm).
V téchto vzorcich byl stanoven WSC a HWSC stejnym zplisobem jako v Cerstvych ptidach.
Do kazd¢ série byl vkladan vzorek orné piidy s internim oznacenim KXV-4, ktery laboratof

pouziva pro tvorbu regulacnich diagramti.

Ptehled zékladnich fyzikalné-chemickych a mikrobiologickych ptdnich vlastnosti shrnuje

tabulka 1.

Tabulka 1. Zakladni fyzikalné-chemické a mikrobiologické pidni charakteristiky.

Obhospodafi. pH Jil Cox MBC Rs Rs
MKET %) | (%) | (ngg?)

Minimum | Orna (n = 28) 4,5 3,68 1,08 100 0,69 6,5
Median Orna 56 19,0 1,75 173 1,23 20,0
Maximum | Orna 7,5 54,3 3,91 514 4,86 54,5
Minimum | TTP (n=9) 3,7 6,17 2,23 221 0,80 14,8
Median TTP 4,6 16,8 2,59 393 2,82 22,1
Maximum | TTP 7,5 44,8 5,82 1399 | 6,72 69,1
Minimum | Zména(n=7) | 40 111 1,51 185 0,66 13,8
Median Zména 4,3 13,9 2,18 384 2,65 32,3
Maximum | Zména 7,6 25,5 3,02 599 3,71 47,8

Cox — oxidovatelny uhlik; Jil — obsah ¢astic mensich nez 0,002 mm; MBC — uhlik mikrobialni
biomasy, Re — bazalni respirace (ug 02.g71.h1), Rs— substratem indukovana respirace (ug O2.g"
L ht), TTP — trvaly travni porost, Zména — plochy, na kterych doslo ke zméné obhospodatovani
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3.2  Pudni fyzikalné-chemické a mikrobiologické charakteristiky

Fyzikalné-chemické a mikrobiologické analyzy pud byly provedeny podle Jednotnych
pracovnich postupt UKZUZ (Zbiral et al., 2010; Zbiral et al., 2011). Obsah uhliku
v nefumigovanych padach pii stanoveni uhliku mikrobialni biomasy (MBC) je oznacen jako
Cext. Bazalni respirace (Rs) a substrdtem indukovand respirace (Rs) byly stanoveny jako

spotieba Ox.

3.3  Pristroje a pomiicky

1. Termostat s teplotou udrzovanou na (20 £ 2) °C, s tiepackou (250 kyvi.min™?).

2. Vodni lazen s teplotou udrzovanou na (80 * 2) °C.

3. Centrifuga s rotorem pro zkumavky (6).

4.  Vortex.

5. Sestava pro membranovou filtraci (ndlevka pro membranovou filtraci, odsavacka,
membranova vyvéva).

6. Zkumavky centrifugacni, 85ml, se Sroubovacim vickem.

7. Kadinky 250ml.

8.  Nitrocelulozové membranové filtry, primér 50mm, velikost péra 0,45 pm. Je tieba
se vyhnout dlouhodobému skladovéni, které¢ vede k uvolnéni latek zvySujici pozadi.

Seznam obsahuje pfistroje a pomucky pro extrakci. Zafizeni pro analyzu uhliku jsou uvedena

v postupu 31020.1 Stanoveni oxidovatelného uhliku v padnim extraktu (K2SOa).

3.4 Pracovni postup

Vodou extrahovatelny uhlik (WSC)

Do centrifugani zkumavky se ve tiech opakovanich navazi 3 g pidy odpovidajici susin€.
Ke vzorku se pfidd 30 ml vody. Vznikla suspenze se tfepe 30 min na tfepacce pii 20°C
pii frekvenci 250 kyvi.min™. Poté se suspenze centrifuguje 20 min pii 5500 g. Supernatant
se dekantuje a zfiltruje pfes membranovy filtr do kadinky. Filtrat se skladuje v lednicce, pokud
bude analyza probihat béhem nasledujicich dvou dnt, jinak se zamrazi (-20 °C). Paralelné
se zfiltruje 30 ml vody jako blank.

Horkou vodou extrahovatelny uhlik (HWSC)

K sedimentu ve zkumavce se piida dalSich 30 ml vody. Vzorek se vortexuje do vytvofeni

suspenze pti 1200 kyvi.min™. Suspenze se poté inkubuje na vodni ldzni 16 h pii 80 °C.
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Po skonceni inkubace se opakuje vortexace (10 s), centrifugace a filtrace. Vzorek se uchovava
v ledni¢éce maximalné dva dny, jinak se zamrazi (-20 °C).

Stanoveni oxidovatelného uhliku v extraktech a méfeni spekter

Uhlik byl stanoven metodou 31020.1 Stanoveni oxidovatelného uhliku v pidnim extraktu
(K2S04). Diky nizkym koncentracim WSC byla fada standardu rozsifena o koncentrace 1 pg
C.mlI"t a 3 pug C.mI. Spektra extraktii byla méfena v rozsahu vinovych délek 200 nm az 500
nm po 1 nm. Pro obé analyzy byl pouZit spektrofotometr Specord 50 (Jena Analytik).

3.5  Vypocet

w.
V+—1 0

m

=

WSC (ng.g™") = C (ng.ml™*) x

WSC (ug.g)  obsah vodou extrahovatelného oxidovatelného uhliku v pidnim vzorku

piepocteny na susinu,

C (ug.ml?) koncentrace oxidovatelného uhliku v extraktu ode¢tena z kalibra¢ni kiivky

\Y objem extrakéniho ¢inidla (ml),

m navazka suché pidy (g), které odpovida dané navazce Cerstvé pidy,

w obsah vody vyjadieny jako procentualni pomér hmotnosti vody k hmotnosti
suché pudy.

Vypocet HWSC se provadi podle stejného vzorce jako WSC.

3.6  Statistické vyhodnoceni a graficke zpracovani dat

Data byla vyhodnocena a graficky zpracovana pomoci programu R 3.2.1 (R Development Core
Team, 2015). Grafy byly vytvofeny pomoci balicku ggplot2 (Wickham, 2009). Pro zjiSténi
vlivu obhospodafovani (orna ptda, TTP) byl pouzit t-test, pro hodnoceni vlivu sudeni parovy
t-test. Korelace byla spocitdna jako Pearsontv korela¢ni koeficient, parcidlni korela¢ni

koeficienty byly vypocitany pomoci balicku corpcor (Schaefer et al., 2015).
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4 Vysledky a diskuse

4.1 Verifika¢ni parametry

Mez detekce a mez stanovitelnosti

Meze detekce (LOD) a stanovitelnosti (LOQ) byly vypocteny jako soucet medianu
a dvojnasobku (LOD), resp. desetinasobku (LOQ) medianu absolutnich odchylek hodnot
slepych pokust (n = 13). Slepé pokusy byly ptipraveny filtraci 30 ml vody pies membranovy
filtr, ktery byl identifikovan jako hlavni zdroj moZného zvy3eni pozadi. Nalezen& hodnota LOD
ginila 3,18 pg C.ml?, LOQ 7,43 C.ml. Relativné vysoka hodnota LOQ je pravdépodobné
vysledkem nedostateéné citlivosti analytické metody pti koncentracich nizsich nez 3 ug C/ml,

jak ukézaly kalibra¢ni kiivky (data nejsou zobrazena).

Opakovatelnost

Opakovatelnost byla stanovena jako smérodatna odchylka dvanacti méfeni vzorku KXV-4
vkladaného do jednotlivych sérii. Diky extrémné nizkym hodnotdm WSC bylo mozno stanovit
opakovatelnost pouze pro HWSC a hodnoty A254 v obou extraktech. Vysledky shrnuje
tabulka 2.

Tabulka 2. Hodnoty opakovatelnosti (n=12) pro HWSC a Azsa.

HWSC Azsa (WSC) Azs4 (HWSC)
Pramér 271 1,368 1,001
Smérodatna odchylka 19,2 0,110 0,070
Variacni koef. (%) 7,11 7,99 6,56

Priimérna hodnota HWSC je v pg.g™.

Robustnost

Bylo zjistovano, jakym zpusobem odstied’ovani ovliviiuje hodnoty HWSC a Azss ve vzorku
KXV-4. Starsi prace Jandla a Sollinse (1996) pouziva pfi stanoveni extrahovatelného uhliku
odtfed’ovani pii 6500 g. Naopak prace Ghaniho et al. (2003) a nasledné vétSina autori uvadi
odstied’ovani pii 3500 ot.min®, piestoze takovy idaj bez znalosti poloméru pouzitého rotoru
neumoznuje stanoveni g, které je z tohoto pohledu rozhodujici. V naSem experimentu byly
porovnany vysledky ziskané pfi odstfedovani extraktd pii 3500 ot.min (tj. 1370 g)
a 7000 ot.min® (tj. 5470 g). Vysledky shrnuje tabulka 3.
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Tabulka 3. Porovnani hodnot HWSC a Azsa v zavislsoti na sile odstiedovani.

HWSC Aosa
Primér (3500 ot.min!, n = 3) 265 0,894
Primér (7000 ot.min!, n = 3) 271 0,931
p-hodnota (t-test) 0,035 0,232

Priimérné hodnoty HWSC jsou v pg.g™t.

Ptestoze nalezny rozdil v HWSC je statisticky signifikantni, vliv odstfed’ovaci sily je velmi
nizky, rozdil mezi obéma primérnymi hodnotami ¢€inil pouze 2,26 %.
Dale bylo zji§’tovéano, jakym zpisobem doba odstied’ovani (10 min, 20 min) ovliviinuje vyse

uvedené parametry. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 4.

Tabulka 4. Porovnani hodnot HWSC a Ao2ss Vv zavislosti na dobé odstied’ovani
p¥i 7000 ot.mint

HWSC Aass
Priamér (10 min, n = 3) 271 0,982
Priamér (20 min, n = 3) 271 0,931
p-hodnota (t-test) 0,917 0,032

Pii delsi dobé odstied’ovani doslo k poklesu Azs4 05,19 %, hodnoty HWSC nebyly ovlivnény.

4.2 Deskriptivni statistika a vliv obhospodarovani pidy

Popisna statistika parametri, které charakterizuji labilni frakci organické hmoty, je uvedena
Vv tabulce 5. Z celkového poctu 44 pud se u 28 z nich hodnoty WSC nachézely pod mezi
stanovitelnosti, kterda po pfepo¢tu na susinu Cinila o néco vice nez 73,4 pg.gl, odlisng
pro kazdou pidu kvili riznému obsahu vody. Tyto pudy nejsou do vypoctd uvedenych
vV odstavci 4.2 zahrnuty. To znemoznuje Cinit obecnéjsi zavéry a lze pouze konstatovat,
Ze procentualni obsah WSC z Cox se pohyboval v desetinach procent. Vliv zpusobu
obhospodatovani pidy (orna, TTP) na SOM byl zfetelngjsi v ptipadé HWSC (p < 0,01)
nez v piipadé Cox (p < 0,05). To potvrzuje relativné¢ vySsi citlivost labilni frakce uhliku
na agrotechnické zasahy v porovnani s celkovym uhlikem. Obsah HWSC dosahoval jednotek
procent z Cox a uvedeny pomér byl nizs$i v pudach ornych nez v travnich (p < 0,001).

To je pravdépodobné zpusobeno lepsi agregaci travnich pud diky absenci orby, coz vede
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v

K pfiznivéjsim podminkdm pro rast mikroorganizmt. Hodnoty mediani HWSC a poméru

HWSC/Cox zatravnénych ornych pid se nachazely mezi ptidami ornymi a TTP.

Tabulka 5. Popisna statistika parametri charakterizujici labilni frakci SOM.

Obhospodafi-. WSC HWSC HWSC / Cox
ug.g* Hg.g* %
Minimum Orna (n = 28)* 78,0 253 1,42
1. kvartil Orna - 305 2,10
Median Orna 91,2 397 2,30
3. kvartil Orna - 462 2,64
Maximum Orna 119 893 3,49
Minimum TTP (n=9)* 94,1 470 2,11
Median TTP 128 928 3,06
Maximum TTP 161 1710 3,89
Minimum Zména (n=7) 1 76,0 228 1,49
Median Zména 79,1 622 2,84
Maximum Zména 83,0 983 3,68

1 _ v ptipadé WSC je celkovy pocet piid 6 (Orna), 7 (TTP) a 3 (Zména). Kvartily byly spocteny
pouze pro orné pudy, v ostatnich piipadech nebyl pro vypocet k dispozici dostatecny pocet
vzorkd. Podobné tomu bylo v ptipadé WSC, kde byla statistika spoctena z hodnot, které
se nachazely nad LOQ. Cox — oxidovatelny C, HWSC — horkou vodou extrahovatelny C, TTP —
trvaly travni porost, WSC — vodou extrahovatelny C, Zména — plochy, na kterych do$lo
ke zméné obhospodafovani.

4.3 VIiv suseni na obsah WSC a HWSC

Standardné se obsah WSC a HWSC stanovuje v Cerstvych pudach. To pfinasi jednak zvySené
naroky na transport a skladovani vzorkl, jednak znemoznuje analyzu archivovanych pud.
Proto byl proveden experiment s cilem stanovit, do jaké miry je obsah WSC a HWSC ovlivnén
suSenim. Z celkového poctu 22 vzorki pouzitych pro tento experiment jich 12 mélo hodnoty
WSC nizs$i nez LOQ. Tésné prolozeni bodii zobrazujici piidy s obsahem WSC pod 80 pg.g™
v Cerstvych vzorcich regresni pfimkou vztahu mezi hodnotami v Cerstvych a suchych ptdach
(obr. 2a) ale naznacuje, Ze kritérium pro vypocet LOQ je znacné konzervativni. Proto bylo
pouzito pii vypoctu deskriptivni statistiky, v pfipadé regresnich modela (odst. 4.3, 4.4) byly
do analyzy vzaty vSechny pudy pii védomi nutnosti hodnotit vysledky WSC s opatrnosti a brat

je spiSe jako ukazatel pro planovani dalsich experimentu.
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Obrazek 2. Vliv suseni na WSC (a) a HWSC (b). HWSC - horkou vodou extrahovatelny C,
WSC - vodou extrahovatelny C. Cervena — ornd puda, modra — puady se zménou
obhospodarovani, zelena — TTP.

Suseni vedlo k vyraznéemu zvyseni obsahu WSC, které v praiméru ¢inilo 85,2 % (p < 0,001).
Pravdépodobné se jednd o latky uvolnéné z buné¢k mikoorganizmii, které byly usmrceny béhem
suSeni a o vysledek desorpce nizkomolekularnich organickych sloucenin z povrchi ptidnich
¢astic. Vztah mezi obsahem WSC v ptdach pfed a po suseni je nicméné vysoce signifikantni
(r?=0,734; p < 0,001). Rozdily v obou hodnotach jsou vyraznéjsi v piidach s vys§im obsahem
WSC (obrazek 2a). Nebyl zjistén vliv pH a obsahu jilu na nalezené rozdily (data nejsou
ukéazéna). Vliv suSeni na HWSC byl zcela odlisny. Jednak doslo ke zvyseni HWSC, v praméru
se ale jednalo pouze 0 5,81 % (p < 0,01). Vztah mezi hodnotami HWSC v Cerstvych a suchych
pudach byl navic velmi tésny (r* = 0,984; p < 0,001) (obrazek 2b).

4.4  Vzajemné vztahy mezi WSC, HWSC aostatnimi fyzikalné-

chemickymi a mikrobiologickymi pidnimi vlastnostmi

Regresni analyza neprokazala vliv obsahu jilovitych ¢astic na Cox, WSC a HWSC. V pftipadé
pH bylo nalezeno minimum Cex a HWSC v pidach s hodnotami pH kolem 6,0, resp. 6,5
(obrazky 3b, 3c). Tuto skutecnost lze vysvétlit zvySenou aktivitou padnich mikroorganizmi
pii pH blizici se neutrdlnimu, coz v kone¢ném dusledku vede k vyssi spotieb¢ labilniho
substratu. Naopak viditelny negativni trend mezi pH a Cox, patrny z grafu (obrdzek 3a), nebyl
na rozdil od WSC signifikantni. To ukazuje na niZsi citlivost celkového obsahu organické

hmoty k pH.
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Obr. 3. Vztah mezi pH (1 M KCI) a Cox (a), Cext (b), WSC (c) a HWSC (d). Cox —
oxidovatelny C, Cext — extrahovatelny C (0,5 M K2SO4), HWSC - horkou vodou extrahovatelny
C, WSC - vodou extrahovatelny C. ProloZeni bodi provedeno pomoci linearni regrese, v
ptipad¢ obr. b a d s kvadratickym ¢lenem. Cervena — ornd puda, modra — pidy se zménou

obhospodaiovani, zelena — TTP.

Dulezitou vlastnosti SOM je schopnost zadrZovat vodu. Jako pomocny parametr pro stanoveni
optimalniho obsahu vody pfi méfeni respirace byla stanovovana maximalni vodni kapacita
(WHC, water holding capacity). Ackoliv se nejedna o charakteristiku pouzivanou pidnimi
fyziky, z hlediska srovnavaciho ma potiebnou vypovidaci hodnotu. Z obrdzku 4 vyplyva,
ze tésnost vztahu mezi WHC a jednotlivymi frakcemi SOM klesala v pofadi HWSC > Cox >
Cext > WSC. Nejvyssi hodnota regresniho koeficientu r? v ptipadé HWSC pravdépodobné
souvisi se skute¢nosti, Ze tato frakce obsahuje organickou hmotu pochéazejici ze zlyzovanych
mikrobialnich bunék, které jsou klicové pro tvorbu pudnich agregati a tim padem i pro vodni

rezim pudy.
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Obrazek 4. Vztah mezi maximimalni vodni kapacitou WHC a pudni organickou hmotou.
Cox — oxidovatelny C, Cext — extrahovatelny C (0,5M KzSO4), HWSC - horkou vodou
extrahovatelny C, WSC - vodou extrahovatelny C. Cervend — ornd pida, modra — pudy

se zménou obhospodarovani, zelena — TTP.

Mikrobialni parametry charakterizujici mikrobialni biomasu a mineraliza¢ni aktivitu tzce

korelovaly s jednotlivymi frakcemi SOM (tabulka 6). Skutecnost, ze nejvyssi korelacni

koeficienty byly nalezeny v piipadé HWSC lze vysvétlit tim, Ze tato frakce obsahuje jak uhlik

mikrobialni biomasy, tak uhlik slouzici jako substrat. Vysoké korelaéni koeficienty v ptipadé

Cox nejsou pravidlem, protoze pouze urcita cast SOM je danych podminek mikroorganizmy

vyuZitelna.
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Tabulka 6. Korelaé¢ni koeficenty mezi frakcemi SOM a mikrobidlnimi parametry.

MBC Rs Rs
Cox 0,807 0,810 0,577
HWSC 0,866 0,867 0,611
WSC 0,675 0,736 0,505
Cext 0,661 0,717 0,518

VSechny uvedené koeficienty jsou signifikantni (p < 0,05). Cox — oxidovatelny C, Cext —
extrahovatelny C (0,5M KSO4), HWSC - horkou vodou extrahovatelny C, MBC -
C mikrobialni biomasy, Re — bazalni respirace, Rs — substratem indukované respirace, WSC —
vodou extrahovatelny C.

Korela¢ni analyza prokéazala negativni vztah mezi MBC a Azs4. To ukazuje, ze slozitéjsi latky
zavisi na obsahu organickych sloucenin, byla pro statistické hodnoceni pouzita parcialni
korelace. Ta umoznuje odfiltrovat vztah mezi koncentraci C a MBC, jinymi slovy spocitat
korela¢ni koeficient mezi MBC a Azss jako by koncentrace organické hmoty ve vodnych
extraktech byla konstantni. V ptipadé HWSC byl tento vztah vysoce signifikantni (r = -0,478;
p <0,01), v pfipadé WSC byl mirn¢ nad hranici signifikantnosti (r = -0,286; p = 0,063).

Zavérem je tieba zdUraznit, Ze tésnéjsi vztahy HWSC s plidnimi charakteristikami v porovnani
s WSC jsou s vysokou prabdépodobnosti do znacné miry diisledkem piesnéjsiho stanoveni

HWSC.

5 Z.avér

V ramci prace byly zavedeny postupy pro extrakci WSC a HWSC. Vérohodné stanoveni WSC
vyzaduje citlivéjsi analytickou metodu nez je pouzita fotometrickd. HWSC lze spolehlivé
stanovit stavajici metodou v ¢erstvych i suchych pudach. Analyza ukazala vyssi citlivost labilni
frakce SOM vporovnani sCox Vvzhledem Kk obhospodafovani pudy, padnim

a mikrobiologickym vlastnostem.
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1 Souhrn

Metodou FT-NIR spektroskopie byly vytvoifeny a optimalizovany kalibraéni modely
pro stanoveni obsahu suSiny a N-latek ve vzorcich Zita setého. VSechny vzorky pochézely
z laboratote odridového zkuSebnictvi. Ve vzorcich byly zndmy koncentraéni obsahy
sledovanych parametri, které byly ziskany pomoci laboratornich referen¢nich metod (LRM).
Pfislusné kalibra¢ni 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 susSiny a N-latek ve vzorcich Zita setého.

2 Uvod

vvvvvv

struktufe rostlinné vyroby. Maji rozhodujici postaveni ve vyzivé ¢lovéka, protoze patfi mezi
hlavni energetickou slozku potravy. Kromé¢ lidské vyzivy slouzi celé rostliny nebo zrna
ke krmeni hospodaiskych zvifat. Vyhodou vétSiny obilnin je vysoka koncentrace v nich
obsazenych uzitnych latek. K nejvyznamnéj$im obilninam v CR patii pSenice, je¢men, Zito,
oves, triticale a kukufice.

Obilniny jsou jednoleté plodiny. Jarni formy se seji a sklizeji v jednom vegetaénim obdobi.
Ozimé obilniny se vysévaji pocatkem podzimu a sklizeji se v 1été nasledujiciho roku.

V soucasné dobé u nas prevazuji ozimé formy obilnin. Diky del$i vegetacni dobé ve srovnani
S jarnimi formami maji ozimé obilniny vétSi ¢asovy prostor na tvorbu asimila¢niho aparatu
a vynosotvornych prvkl a dosahuji vyssiho skliziiového vynosu. Ozimé formy jsou rozhodujici

pii péstovani pSenice obecné, pSenice tvrdé, jeCmene, Zita (vyhradné), tritikale (vyhradné).
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V této praci se vénuje pozornost Zitu setému.

Zito seté (Secale cereale) je obilnina z &eledi lipnicovitych (Poaceae). Staroslovénsky nazev
zita je rez. Pro péstovani zita jsou vhodné&jsi vyssi nadmoiské polohy, a proto se péstuje
piedeviim v severni a stiedni Evropé a také v Asii. Zito se v Ceské republice nejvice péstuje
v podhorskych oblastech jiznich, vychodnich a zapadnich Cech.

Zito se vyskytuje ve formé ozimé a jarni. V zemédélstvi se upiednostiiuje forma ozima.
Je dilezité, aby obilky neobsahovaly namel, ktery je jedovaty. Tato obilovina je nenaro¢na
na ptirodni podminky. Zito odnoZuje brzy na podzim a v CR se vyséva od zaii aZ do poloviny
fijna do piscitohlinit¢ a hlinitopis¢ité¢ ptidy. NejCastéji se péstuje v horach v podzolovych
pudach — piekond i mirnou kyselost pady.

Na chemickeé slozeni zrna maji vliv vedle odridy také klimatické podminky, pribéh pocasi,
ptda a agrotechnika a vyziva.

Obilky zita obsahuji asi 70 % sacharidt, (9 — 15) % bilkovin, 1,5 % tukd a mineralni latky.
Zito obsahuje rozpustnou vlakninu, kterd dokaze véazat mnoZzstvi vody a tim chréani sliznici
sttev. Vyznamné mineralni latky obsazené v zité jsou vapnik, draslik a fosfor, které mayji
vyznam pro zdravy vyvoj kosti, Zelezo — podporujici krvetvorbu, sira, fluor a hoi¢ik —
na posileni imunity.

jako tzv. sacharido- nebo Skrobo-amylazovy komplex jsou zakladem pekatské jakosti zita.
Nejvetsi podil sacharidi pfipada na skrob, (52 — 59) %, ktery se vyznaCuje mazovaténim
pii nizsich teplotach a je také snaze enzymaticky degradovatelny ve srovnani s ostatnimi
obilninami.

Dusikaté latky jsou souborem latek v rostlinném organismu, které kromé t¥i zakladnich
biogennich prvkd obsahuji Casto siru a fosfor. V rostlinach se nalézaji vedle sebe
nizkomolekularni dusikaté latky (aminokyseliny a amidy) a vysokomolekularni latky
(bilkoviny). Bilkoviny se déli podle rozpustnosti v riznych rozpoustédlech na albuminy
(rozpustné ve vod¢), globuliny (rozpustné v roztocich soli), prolaminy (rozpustné v kyselinéch,
alkalickych louzich a ziedénych alkoholech) a gluteliny (rozpustné ve ziedénych kyselindch
a louzich).

VysSi obsah bilkovin v zité je vSak technologicky vyznamny, nebot’ zvySuji schopnost zitné
mouky vazat vodu, pfispivaji i k lepsi konzistenci tésta a i k dobrym vlastnostem chleba. Zitné

bilkoviny maji vyssi obsah albuminli a globulinli, které jsou bohaté na esencidlni
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aminokyseliny, coZ znamen4, Ze biologicka hodnota Zitnych bilkovin je vysSi nez u pSenice.
Souvisi s tim i vys$s§i primérny obsah lyzinu v bilkovinach Zita oproti pSenici.

Na druhé strané vlivem nékterych antinutri¢nich latek v zité je stravitelnost a tedy i vyuzitelnost
zitnych bilkovin niz§i (uvadi se o 10%) oproti vyuZitelnosti pSeni¢nych bilkovin.

Zitné zrno i mouky z ného semleté obsahuji vedle vlakniny celou fadu bioaktivnich latek:

B- glukany, maltodextiny, fenolove kyseliny, tokotrieny, flavonoidy, fytoestrogeny (lignany),
proteasové inhibitory, saponiny atd.

Zito oviem obsahuje také nékteré nezadouci slozky (alkylresorcinoly, kyseliny fytova,
ferulova) antinutriéni povahy, které se negativné projevuji pii jeho vysSim zastoupeni
v krmnych davkach, zejména u mladych zvitrat a dribeze.

Zito se vyuziva jak k potravinaiskym tak i krmnym uéelim. V potravinaiském pramyslu
k vyrobé zitného chleba, zitného perniku, zitovky, melty, zitné téstoviny, sladové nahrazky,
zitné kotalky z obilek, zitného piva. Namel se ve farmacii vyuziva k vyrobé 1éciv. Odpad
pii zpracovani zita slouzi ke krmeni zvéie, slama se vyuziva na rohozky, dosky nebo jako
podestylka.

Cilem této prace bylo vytvofit a optimalizovat kalibra¢ni modely pro stanoveni obsahu susiny
a dusikatych latek (N-latek) metodou NIR spektroskopie a zaroven vyhodnotit moznosti vyuziti

této moderni analytické metody na predikci vybranych parametrt v Zité setém.

3 Material a metody

3.1  Princip stanoveni susSiny a dusikatych latek (N-latek)

Vytvoteni NIR kalibra¢niho modelu pro dany parametr spociva ve vztaZeni informace ziskané
absorpci v NIR oblasti s hodnotou stanovenou laboratorni referen¢ni metodou (LRM)
do vzajemného poméru a ziskani regresni zavislosti.

V nasledujici Casti jsou velmi stru¢né€ popsany klasické laboratorni metody mokré chemie,
pomoci kterych byly ziskany referen¢ni hodnoty pouzité pro kalibraci NIR spektrometru.
Vysledek referenénich hodnot v kalibraci se uvadi jako pramér ze dvou paralelnich stanoveni.

Stanoveni obsahu vlhkosti vychéazi z normy CSN EN 712. Tato norma je platna pro stanoveni

vlhkosti v obilovinach a vyrobcich z obilovin._Obsah vlhkosti se stanovi vazkové jako tibytek
po vysusSeni vzorku pii 130 °C.

Stanoveni obsahu dusikatych latek (N-latek), stanoveni hrubého proteinu vychazi z normy

CSN EN ISO 20483. Tato norma je platna pro stanoveni obsahu dusikatych latek v obilovinach
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a lusténinach. Dusikaté latky se stanovi metodou podle Kjeldahla a to titracné alkalimetricky
(acidimetricky) po mineralizaci vzorku horkou kyselinou sirovou za piitomnosti katalyzatoru
pfevedenim na siran amonny, vytésnénim amoniaku hydroxidem sodnym a jeho

predestilovanim do kyseliny sirové (borité).

3.2 Stanoveni metodou NIR spektroskopie

Pro vytvoteni ptesného NIR kalibracniho modelu je obecné zakladnim pozadavkem dostate¢ny
pocet analyzovanych vzorkd. Rozsah analyzovanych vzorkd odridového zkuSebnictvi
klasickymi laboratornimi metodami (LRM) je mimotadny, UKZUZ je v ramci CR ojedinglym
pracovistém zaméfenym na tento typ laboratorniho testovani. PoZzadavek na dostatecné
mnozstvi vzorkll pro vytvofeni robustnich kalibra¢nich modelti byl spolehlivé splnén.
V ptipad¢ zita bylo proméfeno celkem 111 vzork pro kalibraci parametru susiny, 129 vzorkt
na parametr N-latky. Vzorky pouZité na kalibraci NIR spektrometru pochéazely ze vsech
regionalnich pracovi§t UKZUZ a byly nashromazdény za obdobi piiblizné 3 let.

Vsechny vzorky Zita pro stanoveni obou parametrii byly pfed méfenim pomlety na laboratornim
mlynku Mill 3100 a nasledné prosety pres sito 0,8 mm. NIR spektra takto piipravenych vzorka
byla nasniména v kiemennych kyvetach o priméru 3 cm v rezimu reflektance. NIR méfeni byla
provadéna v blizké infraervené 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) ve 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 praimérné spektrum.

Pro spravny vyvoj NIR kalibra¢niho modelu je dilezité, aby koncentracni rozsah kalibrovaného
parametru byl co moznd nejvyssi. Koncentratni rozsahy pro stanovované parametry
ve vzorcich Zita jsou uvedeny v tabulce 1.

Tabulka 1: SloZeni vzorki Zita pouzitych pro kalibraci pFistroje Nicolet Antaris méfenych
v reflektanci

Susina (%) N-latky (%/s)
Nk (pocet vzorki) 111 129
Minimum 88,12 6,98
Maximum 90,99 13,38
Primér 89,76 9,67
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Ditlezitym pfedpokladem vytvofeni uspéSného kalibratniho modelu je dale skutecnost,
Ze laboratorni referen¢ni metoda pouzivana pro kalibraci NIR spektrometru musi byt dostate¢né
ptesna. Vysledky referencnich hodnot obou parametrt ziskanych klasickymi metodami mokré
chemie jsou prezentovany jako pramér paralelnich stanoveni.

V prvnim kroku pied vlastni regresni tvorbou kalibracniho modelu byla na jednotlivé soubory
kalibracnich spekter (vzorkil) aplikovana matematicka korekce spekter SNV, ktera eliminuje
vliv velikosti ¢astic. Tento krok je velmi dilezity u vzorkd, které pred vlastni NIR analyzou
prosly upravou sitovanim nebo pro vlastni méteni NIR spektroskopii nebyly pomlety. Na takto
upravenych NIR spektrech pro vSechny parametry byla provedena analyza hlavnich
komponent, kterd je vhodna pro detekci a ur¢eni odlehlych méteni vzorka (spekter). Metodou
hlavnich komponent (PCA) byla identifikovana odlehld méfeni, ale souc¢asné bylo ovéteno, zda
timto vyluCovanim nebyly oznaceny dulezité kalibracni vzorky (extrémni body, které mohou
odpovidat napt. nové plodinové odriidé nebo koncentra¢ni abnormalité), ¢imz by byla snizena
robustnost vytvareného kalibraéniho modelu.

Timto zplsobem upravené kalibraéni soubory pro stanoveni vybranych parametri v Zitu
po vylouceni odlehlych méteni byly déle korigovany regresni metodou PLS. Nasledné byly
jednotlivé kalibracni modely optimalizovany tak, aby poskytovaly co nejvyssi hodnotu
pfi optimalnim poctu latentnich proménnych (hlavnich komponent) v modelu.

V prubéhu tvorby kalibraéniho modelu byl rovnéz vybrany vhodné vinové delky, a to takové,
u kterych se absorpci zafeni v NIR spektru projevila zfejmé korelace s laboratorni referencni
hodnotou. Vysledkem optimalizace kalibra¢niho modelu je ziskany graf referen¢nich versus
NIR predikovanych koncentraci (kalibracni zavislost, kalibra¢ni kiivka) a hodnota stfedni

kvadratické chyby predikce RMSECYV a korela¢niho koeficientu R.

4 Vysledky a diskuse

Na zéklad¢ vysledkit LRM byly vytvoreny kalibracni modely pro oba stanovované parametry
metodou NIR spektroskopie ve vzorcich zita piedupravenych standardnim mletim
na laboratornim mlynku Mill 3100. Na takto upravenych vzorcich byly vytvoreny
a optimalizovany kalibra¢ni modely pro parametry susinu i N-latky. Jejich kalibra¢ni zavislosti

jsou zobrazeny graficky na obrazcich 1 a 2.
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Obrazek 2. Kalibraé¢ni zavislost pro parametr N-latky (%/s)-

Souhrnny ptehled ziskanych kvalitativnich parametrti kalibra¢nich modelti stanovenych

regresni metodou PLS pro vybrané parametry v Zitu je uveden v tabulce 2.

Tabulka 2. Kvalitativni parametry kalibra¢nich modeli vzorkii Zita

Parametr RMSECV R
Susina (%) 0,15 0,98
N-latky (%/s) 0,21 0,99

Legenda: RMSECV - stfedni kvadraticka chyba predikce (CV - pficné validace); R — korelacni
koeficient
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Z tabulky 2 je zfejmé, Ze pro stanoveni parametrd obsahu susiny a N-latek byly ziskany vysokeé
hodnoty korela¢niho koeficientu (0,98; 0,99).

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

NIR spektroskopie na testovani shodnosti vysledkii se oveéfovala nulova hypotéza, ze rozdil

|7(A — F(B| neni statisticky vyznamny na zvolené hladin¢ vyznamnosti o = 0,05. Pro testovani

shodnosti byl pouzit Studentuv test t. Vypoétené hodnoty t testu byly porovnény s kritickou

hodnotou t.. Ziskané vysledky pro jednotlivé parametry jsou prezentovany v tabulce 3.

Tabulka 3. Kvalitativni parametry porovnani 2 analytickych metod.

Parametr k Xa (LRM) | *& (NIR) a t ta,(0,05)
Susina (%) 16 90,10 90,27 0,05 1,25 2,145
N-latky (%/s) 16 10,38 10,27 0,05 0,98 2,145

Legenda: k — pocet vzorkt; X, (LRM) — primérna koncentrace ziskana laboratorni referen¢ni metodou;
X; (NIR) — primérna koncentrace ziskana metodou NIR spektroskopie; o — zvolena hladina

vyznamnosti (0,05); t — vypoétena hodnota Studentova testu t; t, — kritickd (tabulkovd) hodnota
Studentova testu t

Z tabulky 3 je ziejmé, Ze vypocétené hodnoty t pro susinu a N-latky jsou niZsi oproti tabulkové
(kritické) hodnoté te. Z toho vyplyva, ze metoda NIR spektroskopie v porovnani s laboratorni
referencni metodou poskytuje statisticky shodné vysledky pro stanoveni vybranych parametrt

ve vzorcich Zita setého.

5 Z.aveér

Na dostatecné obsahlém souboru vzorka zita setého byly optimalizovany kalibra¢ni modely
pro stanoveni vybranych nutriénich parametrd suSiny a N-latek metodou FT-NIR
spektroskopie.

Z prezentovanych grafl kalibracnich zavislosti a hodnot kvalitativnich parametri (RMSECV,
R) vytvotenych kalibracnich modeli na vzorcich upravenych standardnim mletim je ziejmé,
Ze hodnoty suSiny a N-latek stanovené laboratorni referen¢ni metodou predikované metodou

NIR spektroskopie spolu vysoce koreluji (R = 0,98; 0,99).
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Zaroven byly ovéfeny predikéni schopnosti kalibraénich modelt a tedy i porovnany dvé
analytické metody. Prezentované vysledky potvrdily vhodnost metody NIR spektroskopie a Ize

ji tak ji doporucit pro predikovani téchto sledovanych parametrt v Zitu setém.
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