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Rozsireni metod pro hodnoceni ekotoxikologickych testu
Vv souvislosti se zavedenim novych postupi v aktualizovane
verzi programu Toxrat

Stanislav Maly

Usttedni kontrolni a zkugebni Gstav zemédélsky, OMB Brno, Hroznova 2, 656 06 Brno

1 Uvod

K vyhodnoceni vysledkil ekotoxikologickych testli pouziva laboratot ekotoxikologie (NRL
— OMB) program ToxRat. V roce 2015 byla na trh uvedena verze 3.2, ktera jednak
roz$ifuje Skalu statistickych testt (analyza trendu, nelinearni regrese), jednak umoziuje
pii regresni analyze se spojitymi daty pracovat s jednotlivymi naméfenymi hodnotami
misto primért a zavadi moznost uzivatelského nastaveni nékterych parametrt regrese.
Kromé toho vyrobce zménil doporuc¢enou kritickou p-hodnotu pro testovani normality
a homogenity varianci z hodnoty 0,05 na 0,1. Tato hodnota, ktera miiZze byt nastavena
uzivatelem, ovliviiuje volbu vlastnich test a nasledné miize ovlivnit hodnoty ECx,
a NOEC/LOEC. Z dtvodu srovnatelnosti vysledkti bylo provedeno vyhodnoceni vybrané
sady historickych dat pomoci aktualni verze softwaru ToxRat a vypoctené hodnoty ECx
aNOEC / LOEC, piipadn¢ jejich konfiden¢ni intervaly, byly porovnany s vysledky
ziskanymi pomoci pfedchozi verze 2.10. Ziskand data budou slouzit jako podklad pro
aktualizaci metodiky pro hodnoceni ekotoxikologickych dat v laboratofi ekotoxikologie
NRL-OMB.

2 Software

Ke statistické analyze byl pouZit software ToxRat (ToxRat Solutions GmbH, SRN),
verze 2.10a3.2.



3 Terminologie

Udaje v zavorce udavaji terminy pouzivané programem ToxRat.

10.

konfidenc¢ni interval (confidence limit) — x% konfidenéni interval pro dany parametr je
interval hodnot, ktery s x% pravdépodobnosti zahrnuje skutecnou hodnotu stanovovaného
parametru
kvantova data (quantal response) — data, ktera vznikaji, kdyz je urcita vlastnost kazdého
jedince zaznamenavana jako piitomna ¢i nepfitomna (napf. mortalita)
spojita data (metric response) — data, kterd mohou (teoreticky) nabyvat jakékoliv hodnoty
V otevieném intervalu (napf. aktivita nitrifikatort)
diskrétni data — data, které maji kone¢ny nebo pocitatelny pocet hodnot
- uvedena metodika uvadi hodnoceni tzv. dat na pomérové skale, jako je napt. pocet
juvenild. Tato data mohou byt sefazena a rozdily mezi nimi mohou byt kvantifikovany.
DalSim charakteristickym rysem je existence nulové hodnoty, kterd ma fyzikalni smysl,
coZ umoznuje vypocet poméra mezi daty.
Diskrétni data mohou byt ¢asto vyhodnocovéna jako by byla spojita.
u¢inna koncentrace (effective concentration, ECx) — koncentrace zkouSené latky
Vv testovacim médiu, ktera zptsobi v pribehu ¢asového intervalu X% zménu v reakci (napf.
mortalita) nebo x% zménu vysledku (napf. nitrifikace)

nejnizsi koncentrace, ve které byl pozorovan ucinek (lowest observed effect concentration,

v v

e

statisticky vyznamny rozdil ve srovnéni s kontrolou. VVSechny testované koncentrace vyssi
nez LOEC by mély vykazovat stejny nebo vétsi ucinek nez ucinek pozorovany pii LOEC.
Jestlize tyto podminky nejsou splnény, je tfeba vysvétlit, jakym zpisobem byly LOEC
a od néj odvozeny NOEC stanoveny. Stanoveni hodnoty LOEC vyZzaduje provedeni vice
statistickych testt.

koncentrace, ve které nebyl pozorovan zadny ucinek (no observed effect concentration,
NOEC) — zkuSebni koncentrace t€sné pod LOEC

nulova hypotéza, Ho — tvrzeni, Ze ,,neni rozdil“ mezi testovanymi daty. Je pfedmétem
statistického testovani

alternativni hypotéza, Ha — ptijima se, pokud na zaklad¢ statistické analyzy byla odmitnuta
nulova hypotéza

chyba prvniho druhu — pravdépodobnost zamitnuti nulové hypotézy, pokud tato je
pravdiva. Je kontrolovana pomoci hodnoty p.
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11.

12.
13.

14.

15.

16.

17.

18.

chyba druhého druhu — pravdépodobnost, Zze nebude zamitnuta nulova hypotéza, i kdyz
neplati

sila testu — udava pravdépodobnost zamitnuti nulové hypotézy, pokud tato neplati

p hodnota — pravdépodobnost, ze pii platnosti nulové hypotézy bude nalezen dany nebo
jesté veétsi rozdil mezi zdsahem a hodnotou odpovidajici nulové hypotéze (pozn. nulové
hypotéze odpovida napf. pocet juvenil nebo rychlost nitrifikace v kontrole, zasahem
odpovidajici hodnoty ve vzorku oSetfeném testovanym materialem)

kritickd hodnota, hladina signifikantnosti, o — pravdépodobnost pouzita jako kritérium pro
zamitnuti nulové hypotézy. Pokud vypoétena hodnota p pii daném testu je mensi nez
kritickd hodnota, Ho se zamita. Nej¢astéji pouzivanou kritickou hodnotou je 0,05.

trend, monotonni odpoved’ — model, ktery predpoklada, ze pro sttedni hodnoty jednotlivych
davek plati po > p1 > p2 > uz >. . . > uk, ptipadné, ze plati opaéna nerovnost. Nulova
a alternativni hypotéza mohou byt popsany takto: Ho : po=p1=p2=...=pk @ HA : Ho > p1 >
M2 2> U3 =, . .2 k.

single—step postup, pairwise comparison — jsou zaloZeny na testovani vSech kombinaci
kontroly a jednotlivych zasahd. EXxistuji i testy, kdy se porovnavaji pouze zéasahy
s kontrolou, ale bez dané¢ho potadi jednotlivych testii. Piikladem tohoto pfistupu
je Fisheruv exaktni test, Mann-Whitneytv U-test test nebo Dunnettiv test (zasahy vs
kontrola). Chyba, ze jeden nebo vice testl chybné zamitne nulovou hypotézu
je kontrolovana pomoci hodnoty nazyvané family-wise error rate.

step—down postup — je zalozen na postupném testovani sefazenych hypotéz, které se tykaji
priamér, potradi nebo trendt. Napf. v piipadé trendi se nejprve testuje hypotéza, Ze nebyl
nalezen trend v odpovédi se vzriistajici davkou, pfi¢emz do vypoctu jsou zahrnuty vSechny
zasahy a kontrola. V piipadé, Ze test je signifikantni a nulova hypotéza se zamita, odstrani
se nejvyssi davka a vypocet se opakuje. Takto se postupuje, dokud prvni test
je nesignifikantni. NejvySsi davka v tomto testu potom odpovida hodnot¢ NOEC.
Podminkou pouZziti step-down testll je monotonnost v datech. Jejich vyhodou v porovnani
se single-step postupy je vétsi sila testu, tedy vyssi pravdépodobnost odhaleni efektu,
pokud existuje. Piikladem step — down postupu jsou testy Williamstuv, Jonckheere
Terpstrav nebo Cochran — Armitagetiv.

korekce p a a hodnoty (Bonferroniho, Bonferroniho-Holmova) — pti provedeni vétsiho
poctu testi, jako je napt. sekvence porovnani zasahli mezi sebou a vii¢i kontrole, dochazi

k vyznamnému zvySeni pravdépodobnosti, ze néktera z Ho bude nespravné zamitnuta.



Proto byly navrzeny postupy korekce p (Bonferroni-Holmova) nebo « hodnoty (Boferroni)
tak, aby celkova pravdépodobnost chyby prvniho druhu zistala na pozadované hlading
(napft. 0,05). Potiz s Bonferroniho korekci je ta, Ze se jedna o pfili§ konzervativni pfistup,
ktery umozni zamitnuti Ho jen ve velmi malo pfipadech. ToxRat pracuje s Bonferroni-

Holmovou korekci.

4 Data

Pro porovnani kvantovych dat, kterd v nasem piipadé¢ pfedstavovala mortalita, byly pouZity
vysledky tfech testi s chvostoskokem Folsomia candida (JPP 31300.1). Testované
materidly jsou oznaceny jako T6 — T8.

Pro porovnani dat, kterd byla hodnocena jako spojitd, byly pouZity vysledky z péti
laboratornich test (T1 — T5) s roupici Enchytraeus crypticus (JPP 31290.1). Hodnocenym
endpointem byl pocet juvenill na konci testu. Soucasti sady byla jak data, kde byl zjevny
vztah davka-odpovéd, tak data, ktera ptisobila pfi vyhodnoceni potiZze, napf. z davodu, Ze
pouze nejvyssi koncentrace vedla k vyznamnému sniZeni po¢tu juvenild.

Plvodni data jsou spolu s grafickym zobrazenim davka-odpovéd uvedena v ptiloze.

5 Statistické testy

Aktuélni verze softwaru ToxRat 3.2 v podstaté kopiruje postup doporuc¢eny metodickymi
postupy ISO (ISO/TS 20281:2006) a OECD (OECD SERIES ON TESTING AND
ASSESSMENT Number 54). V téchto dokumentech ¢tenai najde podrobné vysvétleni
jednotlivych testti i celkového piistupu k hodnoceni ekotoxikologickych dat.

Doporucené schéma pro vypocet hodnot NOEC / LOEC kvantovych a spojitych dat
testy zalozené na analyze trendu. Vybér testu zavisi na pozadavcich na data, které musi
byt pro dany test splnéna. V zavislosti na testu se jednd o normalitu, homogenitu varianci
nebo linearni trend. Princip stanoveni hodnot NOEC / LOEC je uveden v ¢asti
Terminologie. Sila testl klesd ve schématech zleva doprava, ve stejném sméru klesaji
I poZzadavky na data. V praxi to znamena, ze sice miizeme pouzit testy napravo od toho, ke
kterému nas piivedlo dané schéma, ale nalezené hodnoty NOEC / LOEC mohou byt vyssi,

piip. se vilbec nemusi podafit jejich stanoveni.
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Vypocet ECx pro kvantova data se provadi pomoci linedrni regrese zaloZené na logit,
normalnim a weibullovu rozdé€leni. Ve druhém ptipad¢€ se jedna o zndmou probit regresi.
Data vstupujici do analyzy jsou vyjadiena jako procento inhibice vzhledem ke kontrole.
Pro vypocet konfidencnich intervall byl vyuzit predvoleny Fielleriv teorém.
Signifikantnost modelu byla testovana pomoci hodnot pChi a pF. Prvni z nich kvantifikuje
shodu mezi daty naméfenymi a vypoctenymi pomoci pouzitého modelu (goodness of fit)
a vztahuje se k pravdépodobnosti, Ze data jsou rozptylena kolem kiivky proloZeni diky
nahodné variabilité (nulova hypotéza). V piipadé, Ze hodnota pChi < 0,05, nulovou
hypotézu zamitame a musime pouzit jiny model. Je Zadouci, aby hodnota pChi byla co
pF testuje signifikantnost vztahu davka-odpovéd’. Pocita se pravdépodobnost, ze diky
nahodné variabilité¢ ziskame nalezeny vztah davka odpovéd’, ackoliv v populaci Zadna
zavislost odpovédi na davce neexistuje. V praxi to znamend, Ze zavislost davka-odpoved’
je povazovana za signifikantni, pokud pF<0,05. Nov¢ byly do programu ToxRat pfidany
testy vychazejici z interpolace, které umoziuji stanoveni EC50 (Spearman — Karberav
test, klouzavy primér, binomicky test).

Vyznamné zmény doznal vypocet ECx pro spojita data, kde se jako prvni volba pouziva
2,3 nebo 4-parametricka nelinearni regrese, ktera neptedpoklada normalitu a homogenitu
varianci. Pti nelinearni regresi se pracuje s puvodnimi daty. K dispozici jsou tfi skupiny
funkci (kumulativni distribu¢ni funkce, CDF) zalozené na normalnim, logit a weibullovu
rozdeleni. Hodnoty ECx mohou byt vyrazné ovlivnény jednim ze tfi moznych zptsobu
vazeni dat vstupujicich do analyzy (viz nize). ToxRat 3.2 umoznuje provadét vypocet jak
na vSech datech, tak na primérech z kazdé koncentrace. Pro optimalizaci parametrii byla
pouZita Levenbergova-Marquardtova metoda, kterd je zaloZzena na Monte Carlo
simula¢nich testech. Pro hodnoceni modelli byly pouzity parametry, které¢ se jednak
vztahuji k celému modelu, jednak vyznamnosti regresnich koeficientli. V prvnim piipadé
se jednd o analyzu variance charakterizujici signifikantnost vztahu davka-odpovéd’ (pF
musi byt mensi nez 0,05), ve druhém se testuje Ho fikajici, Ze odchylky mezi namétenymi
a vypoc¢tenymi hodnotami jsou nahodné (lack of fit, pF musi byt vétsi nez 0,05; nejlépe co
nejblize maximalni hodnoté 1). Vyznamnost jednotlivych koeficientl regresniho modelu
byla zjistovana t-testem. Pokud je p-hodnota pro nektery z koeficientt vétsi nez 0,05, je
tfeba vyzkouset jednodussi model. Hodnota R? odpovida standardnimu koeficientu
determinace. Vyznamnost jednotlivych kritérii pro hodnoceni modelu klesa v potadi, jak

byly vySe uvedeny. Obecné plati zasada, ze se pouzije nejjednodussi model davajici
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uspokojivé vysledky (parsimonni model). Zaroven je tieba upozornit, ze vzdy byla
provedena graficka kontrola prolozZeni dat.

Ackoliv pro analyzu spojitych dat je doporucena nelinearni regrese, je mozno vyuzit i
linedrni regresi zminénou vyse. V tomto piipadé se pro vypocet konfidencniho intervalu
nabizi volba s korekci variance. Jeji pouziti ve spojeni s vypoctem zaloZenym na
primérech ale muze vést kpfili§ Sirokym konfidenénim intervalim. V piipadé
srovnavacich testii s daty hodnocenymi pomoci predchozich verzi programu ToxRat je

tteba uvedenou volbu vypnout.

Opakovani
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Monoténnost Meonotonnost
Kontrasty (pomery) Kontrasty (pomery)
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Obr. 1. Doporucené schéma vypoc¢tu hodnot NOEC / LOEC pro kvantova data. Uvedeny
jsou zkracené nazvy testdi. Fishertiv test a test Chi? jsou po¢&itany s Bonferroni-Holmovou
korekci.
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Obr. 2. Doporucené schéma vypocétu hodnot NOEC / LOEC pro spojita data. Uvedeny
jsou zkricené nazvy testii. Welchiiv test, U-test a medidnovy test jsou pocitany
s Bonferroni-Holmovou korekci.



6 Vysledky a diskuse

6.1 Kvantova data — mortalita chvostoskoka Folsomia candida

NOEC /LOEC
Vysledky stanoveni NOEC/LOEC pomoci obou verzi programu ToxRat shrnuji tabulky 1 a 2.

Tabulka 1. Hodnoty NOEC / LOEC mortality chvostoskoka Folsomia candida stanovené
programem ToxRat 2.10

Vzorek | Test NOEC LOEC
T6 Fisherv exaktni test 38 75

T7 s Bonferroniho korekci 160000 320000
T8 230000 378000

V3echny hodnoty jsou v kg.ha

Tabulka 2. Hodnoty NOEC / LOEC mortality roupice Enchytraeus crypticus stanovene
programem ToxRat 3.2

Vzorek Test NOEC LOEC
T6 Rao <38 38

T7 Cochran 40000 80000
T8 Rao 230000 378000

V3echny hodnoty jsou v kg.hat. Cochran — step-down Cochraniiv-Armitagetv test,
Rao - step-down Raotv-Scottiiv-Cochrantiv-Armitagetv test

Porovnani vypocti NOEC / LOEC potvrzuje skutecnost, Ze testy zalozené na analyze trendu
(step-down Cochraniv-Armitagedv test, down Raotv-Scottiiv-Cochrantiv-Armitagetiv test)
jsou silngj$i nez testy zalozené na vzajemném porovnani zasahl a kontroly (Fishertv exaktni
test s Bonferroniho korekci). Prakticky se tato skute¢nost projevila nizSimi hodnotami NOEC/
LOEC u vzorkd T6 a T7 vypoctenymi pomoci nové verze programu ToxRat. V této souvislosti
je tfeba zminit, ze u materialu T7 se navic mezi obéma rozdilnymi hodnotami (40 000 kg.ha"
vs 160 000 kg.ha 1) nachazela jeste dali testovana davka 80 000 kg.ha™. Samoziejmé plati,
Ze postupy pouZzité ve verzi ToxRat 2.10 jsou dostupné i ve verzi ToxRat 3.2.

ECx
Regresni modely zaloZené na tfech rozdélenich, logit, probit a weibullovu, davaji srovnatelné

vysledky pro ECx (Tabulka 3, obr. 3). V pfipadé¢ vzorku T8 byly regresni modely



nesignifikantni. Porovndni kritérii regrese (pChi, pF) a hodnot ECx, vcetné¢ 95%

konfidenénich intervald, dalo pro dany typ analyzy shodné vysledky v obou verzich programu

ToxRat (data nejsou ukazana).

Tabulka 3. Porovnani regresnich

rozdéleni (ToxRat 3.2).

modeli zaloZenych na logit, probit a weibullovu

Vzorek | Regrese Parametr Prameér Dolni 95% ClI Horni 95% CI
(kg.ha't) (kg.hat) (kg.hat) (kg.hat)
Logit EC2o 29.6 0.179 65.7
ECso 77.5 11.6 167
Probit EC20 29.4 1.14 63.4
10 EC50 7.7 18.9 149
Weibull | EC2o 24.6 1.22 56.4
ECso 85.9 24.1 146
Logit ECiwo 49100 21500 77600
EC2o 136000 88000 228000
Probit ECiwo 45900 21900 72300
T EC20 131000 84000 235000
Weibull | ECyo 50400 21500 79000
EC20 140000 90500 222000

Hodnoty EC10 pro T6 a ECso pro T7 nelze stanovit. Cl — konfiden¢ni interval

Hodnoty EC50 pro vzorek T6 byly kromé regrese vypocitany i pomoci interpola¢nich metod

(ToxRat 3.2) a vysledky porovnany s logit regresi (Tabulka 4). S vyjimkou binomického testu

byly hodnoty srovnatelné, konfiden¢ni intervaly vypoctené interpolacnimi metodami byly ale

uzsi. Je tieba zminit, ze regresni modely maji pfed interpolacnimi piednost a pokud se podafi

vytvofit vytvofit regresni model, vypocet se provadi pomoci regrese. Navic interpolaci Ize

stanovit pouze EC50. Z uvedeného divodu neslo interpolaci aplikovat na data T7 a T8, které

ani pfi nejvyssi davee nezpiisobily 50% mortalitu.



Tabulka 4. Porovnani riznych postupi pro vypocet EC50 a odpovidajicich
konfiden¢nich intervali pro vzorek T6 (ToxRat 3.2).

ECso Dolni 95% CI Horni 95% ClI
(kg.ha?) (kg.hat) (kg.hat)
Logit regrese 77,5 11,6 167
Spearman
87,9 73,9 105
Kéarber
Spearman
Karber, 92,3 60,0 142
trimm 35%
Klouzavy
primér
) 89,5 63,3 127
(Moving
average)
Binomicky test | 181 38 300

Cl — konfidenéni interval, trimm 35% - pouze davky zpiisobujici inhibici mezi 35% a 65%
jsou zahrnuty do vypoctu.
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Obr. 3. Grafické zniazornéni modelu zaloZeného na logit, probit a weibullové funkci
(shora dolli) vztahu mezi mortalitou roupic Enchytraeus crypticus a davkou
aplikovaného pripravku T6 a T7 (levy resp. pravy sloupec). Zobrazena je vlastni funkce
a 95% konfiden¢ni intervaly (ToxRat 3.2).

6.2 Spojita data — reprodukce roupice Enchytraeus crypticus

NOEC /LOEC
Ve vypoctu hodnot NOEC / LOEC metrickych dat nachazime mezi obéma verzemi programu

ToxRat nékolik odliSnosti. Zatimco v puvodni verzi byla ptfedvolena Kkritickd hodnota
signifikantnosti pro testy normality a homogenity varianci 0,05, v aktuélni je to 0,01. Prakticky
to znamena uvolnéni narokt na data. V piipadé, ze se vysledna p-hodnota daného testu bude
nachazet vrozmezi 0,01 — 0,05, Ho se nebude zamitat a budeme predpokladat splnéni
pozadavkl na normalitu a/nebo homogenitu varianci. Druhou vyznamnou novinkou je zavedeni
analyzy trendu (Williamsiiv test, Jonkheere-Terpstrav test) pro stanoveni NOEC / LOEC, které
pfedchazi analyza trendu provadéna na vSech datech pomoci kontrast.

Ptes uvedené vyznamné vypoctové rozdily byly vSechny hodnoty NOEC / LOEC stanovené
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obéma verzemi programu ToxRat shodné (tabulky 5 a 6) shodné. Je tieba zminit, Ze v ptipadé
vzorku T1 se mirné lisily vysledky Shapiro-Wilkova testu na normalitu. Rozdil zptisobily data
pii nejvyssi testované davce 800 kg.hal, kdy doslo ke 100% inhibici reprodukce ve viech
opakovanich. Ve verzi programu 2.10 se tato data neberou do vypoctu, v novéjsi je
pravdépodobné algoritmus vypoctu mirné odlisSny a s daty se pocitd. Tento piedpoklad
potvrzuje skutecnost, ze pokud v programu ToxRat 3.2 tato data z vypoctu manualné
odstranime, ziskané vysledky jsou shodné s piedchozi verzi programu. V piipadé ostatnich
vzorkl nikdy k Gpln¢€ inhibici nedoslo a vysledky testli normality jsou shodné. Naopak neni
jasné, z jakého divodu se v obou verzich programu lisi vysledky Levenova testu na homogenitu
varianci. Vysledky ze stavajici verze odpovidaji vypoctu pomoci programu R.3.2.3 (balicek
car). Pokud data nespliuji pozadavky na homogenitu varianci a/nebo normalitu, je mozné je
transformovat a testovani pozadavki opakovat. V tomto VU data nebyla transformovéana a

Vv pfipad€ nehomogenity varianci a/nebo naruseni normality byly pouzity neparametrické testy.

Tabulka 5. Hodnoty NOEC / LOEC inhibice reprodukce roupice Enchytraeus crypticus
stanovené programem ToxRat 2.10.

Vzorek | Normalita Homogenita | Test NOEC LOEC
T1 0.832 0.054 Dunnett 50.0 100
T2 0.125 0.443 Dunnett 10000 20000
T3 U-test (B.-

0.001 0.061 H.) 200 400
T4 0.258 0.057 Dunnett 100000 200000
T5 0.309 0.348 Dunnett 4000 8000

V3echny hodnoty jsou v kg.ha. Normalita — Shapiro-Wilkav test, p hodnota; Homogenita
Leveniiv test na homogenitu varianci, p hodnota. Cervené jsou oznaeny testy, kde byla
zamitnuta Ho na hlading signifikantnosti 0,05. U-test (B.-H.) — neparametricky U-test s
Bonferroni-Holmovou korekci.
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Tabulka 6. Hodnoty NOEC / LOEC inhibice reprodukce roupice Enchytraeus crypticus
stanovené programem ToxRat 3. 2.

Vzorek Normalita | Homogenita | Trend Test NOEC LOEC
T1 0.747 0.004 Welch 50,0 100

T2 0.125 0.398 <0.001 Williams | 10000 20000
T3 <0.001 0.022 <0.001 Jon-Ter. | 200 400

T4 0.258 0.059 <0.001 Williams | 100000 200000
T5 0.309 0.216 <0.001 Williams | 4000 8000

V3echny hodnoty jsou v kg.hat. Normalita — Shapiro-Wilkav test, p hodnota; Homogenita
— Levenuv test na homogenitu varianci, p hodnota; Trend — zamitnuti nulové hypotézy o
rovnosti stfednich hodnot znamena pfijeti alternativni hypotézy o jejich trendu v jejich fadeé,
Welch — Welchuv t-test s Bonferroni-Holmovou korekci, Jon.-Ter. - Jonckheere-Terpstrav test.
Cervené jsou oznaleny testy, kde byla zamitnuta Ho na hlading signifikantnosti 0,01.

ECx

Nejvyznamnéj§i zménu v porovnani s piedchozi verzi softwaru pfedstavuje moznost
stanoveni hodnot ECx v piipad¢ spojitych dat nelinearni regresi. Tento postup navic umoziuje
vazeni dat, které se aplikuje v pfipadé, ze pivodni analyza nedala uspokojivé vysledky.
K pouziti vah (1/Y?, 1/var (Y)) bylo piistoupeno u vzorkii T3 aT4, kde byl vztah davka-
odpovéd méné zietelny. Hodnoty EC10, EC20 a EC50 vypoctené nelinearni regresi s funkci
zalozené na normalnim, logit a weibulovu rozdéleni byly porovnany s hodnotami ECx
stanovenymi pomoci linearni regrese (logit, probit, Weibull), kterd pfedstavovala jedinou volbu
ve verzi 2.10.

Piehled vypoctenych hodnot ECx nelinearni a linearni regresi pro vzorky T1 — T5 je uveden
v tabulkach 7 — 15. Soucasné jsou uvedeny i parametry pro hodnoceni signifikantnosti
jednotlivych modell. V ptipadé, Ze nékteré kritérium statistické vyznamnosti nebylo splnéno,
hodnoty ECx nejsou uvedeny. V piipadé nelinearni regrese to znamenalo i pozadavek na
signifikantnost vSech regresnich koeficientd (p < 0,05). Uvedeny jsou vysledky
tiiparametrického modelu, ktery daval uspokojivé vysledky. Dvouparametrické modely byly
vzdy nesignifikantni, ¢tyfparametrické nevedly k uspéchu tam, kde vypocet téiparametrického
selhaval. Pro ilustraci jsou na obr. 4-7. uvedeny grafy vztahu davka-odpovéd’ s prolozenim
pomoci jak linearni, tak nelinearnich regrese pro vzorek T2 s tésnym regresnim vztahem, tak
pro vzorek T4, kde rozptyl dat kolem regresni kiivky byl vetsi.

Porovnani hodnot ECx vypo¢tenych linearni regresi v obou verzich softwaru ToxRat ukéazalo
prakticky totozné vysledky, pokud byla pro vypocet ve verzi 3.2 pouzita volba bez korekce

variance.
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V ptipad¢ vzorki T1 a T2, kde existuje zietelny vztah davka-odpoveéd’ (viz ptiloha), vysledky
ukazuji velmi dobrou shodu mezi ECx a jejich konfiden¢nimi intervaly vypoctenymi raznymi
postupy. U vzorku T1 byly v pfipadé linearni regrese ziskany mirné niz$i vysledky ECx, rozdil
mezi obéma pristupy byl ale akceptovatelny. V nékterych ptipadech se potvrdila skutecnost,
Ze vypocet na primérech s korekci variance vede k extrémné Sirokym konfiden¢nim intervaltim
(napf. T2, linearni, logit/weibull, horni 95% v tabulce 10). Obecné platilo, Ze vypocet
na primérnych hodnotach vedl krozsifeni konfidencnich intervalt. Vyraznéjsi rozdily
V hodnotach ECx vypoctenych riiznymi postupy byly nalezeny u vzorkti T3, T4 a TS, kde pouze
nejvyssi davky zpusobovaly vyznamny efekt. Nalezené rozdily v ECx byly niZsi pro EC50 nez
pro EC20 a EC10. Pouziti vah pfi nelinearni regresi u vzorku T4 dalo srovnatelné hodnoty ECx
s vypoétem bez vazeni (tabulka 13). Pouziti korekce variance ¢asto vedlo k tomu, Ze nebylo
mozno spocitat konfidencni intervaly, zejména pro primeérné hodnoty (viz napi. tabulky 12
a 15). V n¢kterych ptipadech se dany model nepodafilo vypocist vibec (napt. T4, linearni,
vSechny funkce, pruméry; TS5, nelinearni, vSechny funkce). Rozdily mezi vysledky ziskanymi
v ramci jednoho typu analyzy (nelinearni, linedrni regrese) byly mensi nez pii porovnani
vystuptl z obou typt analyz. Jako ptiklad mohou slouzit hodnoty EC10 a EC20 u vzorku T4
(tabulky 13 a 14). V obou piipadech je rozptyl v rdamci nelinearni i linedrni regrese velmi nizky,
pomér mezi hodnotami vypoctenymi nelinearni a linearni regresi ale ¢ini pfiblizné 1,7 pro EC10
a 1,4 pro EC20. Za zminku stoji, Ze pro EC50 je tento pomér 0,95. Situace je pon€kud odlisna
v piipadé¢ konfidenénich intervald, kdy lze nalézt vyznamné rozdily i v ramci daného typu

analyzy.

6.3 Zavér

Zavedeni analyzy trendu vedlo ke sniZzeni hodnot NOEC / LOEC v ptipad¢ kvantovych dat.
Ackoliv se vyznamné zménil piistup k vypoétu NOEC / LOEC spojitych dat, hodnoty
vypoctené pomoci pivodnich i novych postupti byly shodné. Nelinearni a linearni regrese dava
srovnatelné hodnoty ECx, pokud existuje zietelny vztah davka odpovéd’. Regrese by se méla
provadét na vSech hodnotéach, protoze vypocet na primérech vede k rozsitfeni konfidencnich
intervalt. Rozdily mezi vystupy rtiznych regresnich modelti jsou vétsi pro konfidencni intervaly

nez pro vlastni hodnoty ECx.
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Tabulka 7.

Stanoveni hodnot ECx vzorku T1 nelineérni regresi.

Funkce Data R? pF pFlack EC10 EC10 do| EC10 ho | EC20 EC20 do| EC20 ho | EC50 EC50 do| EC50_ho
Ve 0,998 <0,001 0,369 85,5 71,8 102 102 86,0 120 142 116 174
Nor_3 Prum 0,950 <0,001 - 85,5 66,7 110 102 85,0 121 142 115 175
Ve 0,991 <0,001 0,458 83,0 67,9 94,9 101 87,4 113 142 128 155
Log3 Prum 0,960 <0,001 - 83,0 68,4 94,6 101 87,8 112 142 129 155
Tabulka 8. Stanoveni hodnot ECx vzorku T1 linedrni regresi.
Funkce | Poéet| Corvar| R? p(Chi2): | pF EC10 EC10_do EC10_ho EC20 EC20_do EC20 _ho EC50 EC50 _do EC50_ho
Log Vse ANO 0,704 1,0000 <0,001 | 74 51,1 89,8 92,6 71,3 108 136 118 157
Log Prum | ANO 0,907 1,0000 0,003 75,1 0,501 109 93,5 3,85 129 136 70,9 307
Log Vse NE 0,704 1,0000 <0,001 | 74 59,2 85,5 92,6 78,9 103 136 124 149
Log Prum | NE 0,907 1,0000 0,003 75,1 45,2 94,0 93,5 65,6 112 136 114 164
Prob Vse ANO 0,701 1,0000 <0,001 | 77,2 69,5 83,9 93,8 86,6 100 136 130 143
Prob Prum | ANO 0,894 0,9990 0,004 78 56,1 93,1 94,5 74,2 109 136 120 156
Prob Ve NE 0,701 1,0000 <0,001 | 77,2 62,3 88,7 93,8 80,0 105 136 124 149
Prob Prum | NE 0,894 0,9990 0,004 78 44,8 97,9 94,5 63,4 114 136 113 166
Wei Ve ANO 0,936 1,0000 0,002 63,6 7,64 96,9 87,2 21,5 121 141 86,8 197
Wei Prum | ANO 0,936 1,0000 0,002 63,6 7,64 96,9 87,2 21,5 121 141 86,8 197
Wei Ve NE 0,768 1,0000 <0,001 | 64,6 50,3 76,4 88,0 73,9 99,4 140 128 152
Wei Prum | NE 0,936 1,0000 0,002 63,6 37,6 82,7 87,2 60,8 106 141 119 163
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Tabulka 9.

Stanoveni hodnot ECx vzorku T2 nelineérni regresi.

Funkce Data R? pF pFlack | EC10 EC10 do | EC10 ho | EC20 EC20 do | EC20 ho | EC50 EC50 do | EC50_ho
Nor_3 Ve 0,869 <0,001 0,294 8690 4270 18800 21600 10300 45400 117000 44400 295000
Nor_3 Prum 0,981 <0,001 - 8960 2890 27700 21600 9450 49700 117000 39500 329000
Log3 Ve 0,873 <0,001 0,258 7830 2850 14200 21000 10800 32200 114000 83900 145000
Log3 Prum 0,987 <0,001 - 7830 2250 15300 21000 9350 33900 114000 79200 150000
Wei_3 Ve 0,863 <0,001 0,152 6320 1510 13700 20100 7770 34800 115000 78800 153000
Wei_3 Prum 0,971 <0,001 - 6320 807 16400 20100 4970 39700 115000 67800 163000
Tabulka 10. Stanoveni hodnot ECx vzorku T2 linearni regresi.
Funkce | Podet| Corvar| R? p(Chi2): | pF EC10 EC10_do EC10_ho EC20 EC20_do EC20 _ho EC50 EC50 _do EC50_ho
Log all ANO 0,783 1,0000 <0,001 | 8320 2690 14900 22000 11400 32200 116000 84100 192000
Log mean | ANO 0,943 1,0000 0,001 8470 NA 25000 22300 | 32,7 48700 116000 54200 8590000
Log all NE 0,783 1,0000 <0,001 | 8320 4800 12100 22000 15800 28000 116000 95300 150000
Log mean | NE 0,943 1,0000 0,001 8470 2830 15000 22300 11700 32400 116000 84500 189000
Prob all ANO 0,797 1,0000 <0,001 | 8940 6520 11500 21600 | 17700 25500 117000 101000 139000
Prob mean | ANO 0,951 1,0000 <0,001 | 9110 3410 15500 21900 | 12000 31400 117000 84200 194000
Prob all NE 0,797 1,0000 <0,001 | 8940 5470 12600 21600 | 15900 27200 117000 95500 153000
Prob mean | NE 0,951 1,0000 <0,001 | 9110 3640 15200 21900 | 12500 31000 117000 85400 188000
Wei all ANO 0,776 1,0000 <0,001 | 7230 2050 13700 22100 | 10700 32900 119000 88000 183000
Wei mean | ANO 0,927 1,0000 0,002 7370 NA 24100 22300 | 22,8 49400 119000 55600 3030000
Wei all NE 0,776 1,0000 <0,001 | 7230 3820 11100 22100 | 15200 28700 119000 98400 150000
Wei mean | NE 0,927 1,0000 0,002 7370 1610 14900 22300 | 9400 34600 119000 84900 197000
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Tabulka 11. Stanoveni hodnot ECx vzorku T3 nelinedrni regresi.

Funkce | Data Vaha| R2 pF EC10| EC10 do| EC10 ho| EC20 EC20 do| EC20 ho| EC50 EC50 do| EC50_ho
Nor_3 Prum w1 0,996 <0,001| 72,1 70,8 73,4 95,9 94,7 97,2 166 163 168
Nor_3 Prum W3 0,973 <0,001| 180 95,7 339 205 134 320 262 160 432
Log_3 Prum w1 0,995 <0,001| 106 72,5 142 134 93,2 176 200 142 259
Log_3 Prum W3 0,978 <0,001| 175 108 224 201 136 254 257 195 320
Tabulka 12. Stanoveni hodnot ECx vzorku T3 linearni regresi.
Funkce | Poéet| Corvar| R? p(Chi2): | pF EC10 EC10_do EC10_ho EC20 EC20_do EC20 _ho EC50 EC50 _do EC50_ho
Log all ANO 0,432 1,0000 <0,001 | 179 NA NA 206 NA NA 262 NA NA
Log mean | ANO 0,973 1,0000 <0,001 | 182 NA NA 209 NA NA 263 NA NA
Log all NE 0,432 1,0000 <0,001 | 179 138 206 206 172 234 262 231 317
Log mean | NE 0,973 1,0000 <0,001 | 182 165 196 209 193 223 263 246 285
Prob all ANO 0,487 1,0000 <0,001 | 182 119 218 207 154 246 264 222 349
Prob mean | ANO 0,98 1,0000 <0,001 | 184 NA NA 208 NA NA 265 NA NA
Prob all NE 0,487 1,0000 <0,001 | 182 145 208 207 175 233 264 235 310
Prob mean | NE 0,98 1,0000 <0,001 | 184 167 197 208 194 221 265 249 284
Wei all ANO 0,552 1,0000 <0,001 | 165 NA NA 204 NA NA 280 NA NA
Wei mean | ANO 0,984 1,0000 <0,001 | 175 NA NA 213 NA NA 285 NA NA
Wei all NE 0,552 1,0000 <0,001 | 165 116 199 204 158 236 280 243 316
Wei mean | NE 0,984 1,0000 <0,001 | 175 153 194 213 192 230 285 267 302
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Tabulka 13. Stanoveni hodnot ECx vzorku T4 nelinedrni regresi.

Funkce | Data Véaha | R? pF pFlack | EC10 EC10 lo| EC 10 up| EC20 EC20 lo| EC 20 up| EC50 EC50 lo EC 50 up
Nor_3 | Vse 0,547 <0,001 | 0,189 106000 65700 170000 132000 82000 214000 204000 105000 377000
Nor_3 | Vse w1 0,769 <0,001 | 0,106 126000 65700 242000 150000 77400 290000 207000 83700 481000
Nor_3 | Vse W3 0,876 <0,001 | 0,302 102000 70600 147000 129000 89000 186000 200000 123000 319000
Nor_3 Prum 0,811 0,015 - 106000 47500 236000 132000 73200 240000 204000 90000 436000
Nor_3 Prum w1 0,938 0,002 - 111000 51500 240000 137000 77700 243000 204000 95100 418000
Nor_3 Prum W3 0,969 <0,001 | - 102000 58500 178000 129000 85500 194000 200000 117000 335000
Log_3 | Vse 0,549 <0,001 | 0,204 102000 16700 148000 132000 41900 174000 203000 168000 239000
Log_3 | Vse W3 0,877 <0,001 | 0,316 101364 43120 130021 130311 75283 154327 200209 185445 215318
Log_3 Prum W3 0,97 <0,001 | - 101364 34763 132425 130311 65961 156367 200209 183994 216804
Tabulka 14. Stanoveni hodnot ECx vzorek T4 linedrni regresi.
Funkce | Pocet Corvar | R? p(Chi2): | pF EC10 EC10_do EC10_ho | EC20 EC20 do| EC20 ho | EC50 EC50 do| EC50 ho
Log all ANO 0,341 1,0000 <0,001 60400 NA NA 95900 NA NA 211000 NA NA
Log all NE 0,341 1,0000 <0,001 60400 19800 87600 95900 51500 123000 211000 167000 352000
Prob all ANO 0,336 1,0000 <0,001 63600 31200 86100 96100 63200 119000 212000 172000 311000
Prob all NE 0,336 1,0000 <0,001 63600 22200 90300 96100 52500 124000 212000 166000 369000

Model neslo spocitat v ptipadé, ze byly pro vypocet pouzity pramerné hodnoty.
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Tabulka 15. Stanoveni hodnot ECx vzorku T5 linearni regresi.

Funkce | Pocet| Corvar| R? p(Chi2): | pF EC10 EC10 do | EC10 ho | EC20 EC20 do | EC20 ho | EC50 EC50_do EC50_ho
Log all ANO 0,59 1,0000 <0,001 | 4410 NA NA 5170 NA NA 6810 NA NA
Log mean | ANO NA NA NS NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Log all NE 0,59 1,0000 <0,001 | 4410 3360 5080 5170 4250 5760 6810 6250 7240
Log mean | NE NA NA NS NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Prob all ANO 0,665 1,0000 <0,001 | 4370 3100 5140 5070 3920 5760 6750 6010 7320
Prob mean | ANO 0,674 | 0,9330 0,045 1800 960 2710 3030 1940 4750 8190 5140 20100
Prob all NE 0,665 1,0000 <0,001 | 4370 3540 4960 5070 4320 5590 6750 6260 7160
Prob mean | NE 0,674 | 0,9330 0,045 1800 NA 5300 3030 100 119000 8190 3220 NA
Wei all ANO 0,666 1,0000 <0,001 | 1220 556 1930 2580 1580 4090 7950 4860 20184
Wei mean | ANO 0,69 0,9980 0,041 1420 NA 4350 2850 NA NA 8180 2910 NA
Wei all NE 0,666 1,0000 <0,001 | 1220 782 1680 2580 1900 3460 7950 5610 13400
Wei mean | NE 0,69 0,9980 0,041 1420 NA 3890 2850 233 44000 8180 3110 NA

Legenda k tabulkdm 7 — 15.

XX_do - dolni 95% konfiden¢ni interval

XX_ho - horni 95% konfiden¢ni interval

Corvar — korekce vzhledem k varianci kontroly

Nor — funkce normalniho rozdéleni

Log — funkce logit

VSe — pro vypocet byla pouzita vSechna data

Prum — pro vypocet byly pouzity primérné hodnoty pro kazdou davku
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pomlcka — uvedena hodnota neni soucésti vypoctu

NA — nelze spocitat

Corvar — korekce variance

W1 — relativni vaha (1/Y?)

W1 - véha vzhledem k varianci (1/var (Y))

Nepodatilo se vytvofit model davka-odpovéd’ pro vzorek TS5 pomoci nelinearni regrese.

V piipadé, Zze hodnoty ECx nejsou uvedeny, bud’ regresni model neslo spocitat nebo nebyl signifikantni.
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Obr. 4. Graf nelinearni regrese s funkci logit zavislosti poctu juvenili roupice
Enchytraeus crypticus na davce testovaného material T2. Vlevo je graf pro v§echna data,
vpravo pro pruméry. Zobrazeny jsou 95% konfiden¢ni intervaly.
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Obr. 5. Graf linearni regrese s funkci logit zavislosti po¢tu juvenili roupice Enchytraeus
crypticus na davce testovaného materiali T2. Vlevo je graf pro vSechna data, vpravo
pro pruméry. Zobrazeny jsou 95% konfidencni intervaly. Obrazky zobrazuji modely
spoctené bez korekce variance.

21



200 —
* L

180 180

180 160

1404 140+
E —

L=

=420 =120
5 =
2 2
2 100 5
2 1004 S 100
L=2]
[ a
& 80 & 80+
s] &

60+ &0+

40 40

PP NS SR F S SRS SN S NS SO S

0 i i i i i : : + : 0 : + ; i i : : + .

o001 001 o1 1 10 100 1000 10000 100000 0,001 001 0,1 1 10 100 1000 10000 100000
Concentration [kg/ha] Concentration [kg/ha]

Obr. 6. Graf nelinearni regrese s funkci logit zavislosti po¢tu juvenili roupice
Enchytraeus crypticus na davce testovaného materialii T4. Vlevo je graf pro v§echna data,
vpravo pro priuméry. Zobrazeny jsou 95% konfiden¢ni intervaly. Obrazky zobrazuji
modely spoctené bez pouziti vah.
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Obr. 7. Graf linearni regrese s funkci logit zavislosti po¢tu juvenili roupice Enchytraeus
crypticus na davce testovaného materiala T4. Vlevo je graf pro vSechna data, vpravo
pro pruméry. Zobrazeny jsou 95% konfidencni intervaly. Obrazky zobrazuji modely
spoctené bez korekce variance.
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Priloha
Data pouzita pro statistické testy. Prvni fadek obsahuje davku testovaného piipravku.

Jeji hodnoty jsou v riznych jednotkach, coZ na vypocéet nema vliv.

Data T1, pocet juveniltt Enchytraeus crypticus

0 25 50 100 200 400 800
166 110 169 117 25 9 0
173 175 126 104 40 8 0
152 150 165 128 19 8 0
152 142 133 134 29 8 0
159 157 151 139 29 8 0

Data T2, pocet juvenilt Enchytraeus crypticus

0 5000 10000 20000 40000 80000 160000
174 157 157 137 93 93 89
156 152 162 111 104 87 69
178 130 143 122 125 99 72
159 135 165 137 123 80 67
139 160 139 144 109 86 75

Data T3, pocet juvenilt Enchytraeus crypticus

0 25 50 100 200 400 800
145 179 250 185 98 15 1
154 148 264 148 150 12 4
145 156 231 69 114 8 3
177 142 260 261 140 13 0
171 134 162 162 161 11 0

Data T4, pocet juveniltt Enchytraeus crypticus

0 6250 12500 25000 50000 100000 | 200000
165 142 114 193 175 167 93
149 125 149 148 157 159 75
190 179 159 199 105 148 69
145 127 169 156 159 128 85
176 176 180 175 106 129 80
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Data T5, pocet juveniltt Enchytraeus crypticus

0 250 500 1000 2000 4000 8000
195 212 174 252 194 138 69
210 204 212 250 200 215 69
207 208 175 258 188 218 41
197 259 213 250 170 194 46
170 184 216 238 188 207 76

Data T6, pocet uhynulych dospélych jedincti Folsomia candida z pivodniho poctu deset

0 38 75 150 300 600 1200
2 3 10 3 10 10 10
1 4 4 6 10 10 10
4 3 5 6 10 10 10
1 4 4 5 10 10 10
2 3 4 4 6 10 10

Data T7, pocet uhynulych dospélych jedincti Folsomia candida z pivodniho poc¢tu deset

0 10000 20000 40000 80000 160000 | 320000
0 1 2 1 2 0 3
2 0 1 0 1 2 3
0 0 1 0 2 2 5
0 0 0 2 1 2 5
0 0 0 1 2 1 3

Data T8, pocet uhynulych dospélych jedincti Folsomia candida z pivodniho poctu deset

0 14000 | 28000 | 57500 | 115000 | 230000 | 378000
0 3 0 1 0 1 4
2 0 2 1 1 1 3
0 2 0 1 4 1 4
0 2 0 2 0 2 5
0 2 2 0 0 1 3
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Grafické zobrazeni vztahu davka-odpoveéd pro testy s reprodukci roupice Enchytraeus
crypticus. Data na ose x jsou na logaritmické Skale.
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Grafické zobrazeni vztahu davka-odpoveéd’ pro testy s mortalitou chvostoskoka Folsomia
candida. Mortalita je vyjafena jako pomér uhynulych jedinci k celkovému poctu (10)
vloZenych do testu. Data na ose x jsou na logaritmické Skale.
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Vyuziti NIR spektroskopie pro stanoveni vybranych
parametru ve vzorcich brambor

Alena Balarinovd, Radvana Sulovd, David Ciimar

Usttedni kontrolni a zkugebni Gstav zemédeélsky, ONRL Brno, Hroznova 2, 656 06 Brno

1 Uvod

Lilek brambor (Solanum tuberosum L.) je jednoleta hliznatd okopanina patfici do celedi
lilkovitych (Solanaceae). Chemické slozeni hlizy je do znacné miry diferencované a obsahy
vyzivovych latek se s ¢asem neustile méni, coz byl hlavni divod, pro¢ bylo nezbytné nutné
pracovat s celymi hlizami.

Bramborova hliza je sloZena z velkého mnoZstvi Zivin, z nichz nejvétsi je zastoupeni sacharidd,
a to jak slozitych (Skroby a polysacharidy), tak jednoduchych (glukdza, fruktéza nebo
sachardza).

Obsah Skrobu se pohybuje v rozmezi 13-24 % ¢&erstvé hmoty (€. h.), jako pramyslové odrady
jsou oznadovany ty s obsahem nad 18 % ¢&. h. Skrob se sklada ze dvou hlavnich slozek, a to
polysacharidii amylopektinu (80 %) a amylozy (20 %). Jejich rozdilné fyzikalné-chemicke

vlastnosti jsou dany jejich odliSnym uspotadanim D-gluk6zovych fetézca (viz Obr. 1. a 2.)

amylopektin amylosa

Obr. 1. Amylopektin Obr. 2. Amyléza

Ostatni polysacharidy (celuloza, hemicelul6za, pektiny, hexdézany a pentozany) jsou
oznacovany jako vlaknina. Jejich obsah je cca 2,2 g ve 100 g brambor.

Obsah cukrli v bramboréch se primérné pohybuje kolem asi 0,5 % €. h. Nejvice je zastoupena
sacharoza, glukéza a fruktoza. Posledni dva zminéné jsou oznaCovany jako redukujici cukry
a jejich obsah je v bramborach asto kontrolovan. Divodem je vznik hnédych produkti

pii procesu smazeni. Ty vznikaji piireakci s aminokyselinami (Maillardova reakce) pravé
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pii vy$§im obsahu redukujicich cukrid. Obsahy konkrétnich sacharidi jsou -
sacharoza: 0,09-0,25 % v susiné, glukoza: 0,02-0,2 % v susing, frukt6za: 0,11-0,4 % v susing.
Mnozstvi cukrt je vyrazné ovliviiovano skladovacimi podminkami.

Dusikaté latky v bramborach lze rozdélit na bilkovinnou a nebilkovinnou frakci. Podil
bilkovinné ¢asti se pohybuje v Sirokém rozmezi a to mezi 35-70 %. Jako pfi¢iny byvaji udavany
napiiklad zmény podminek prostiedi nebo odriida bramboru. Bilkovina je tvofena hlavné
globuliny (tuberin), albuminy (tuberinin), protaminy a gluteiny (oba méné). Nebilkovinny dusik
je zastoupen volnymi aminokyselinami (asi 3,5 %), kdy se navic hodnoty indexu esencialnich
aminokyselin pohybuji okolo 83 % vaje¢ného standardu a je cenény i vysoky obsah lyzinu.
Dalsi nebilkovinny dusik tvofi amidy, bazické dusikaté slou¢eniny nebo naptiklad purinové
derivaty adeninu.

Hliza ma navic vysoky obsah vody (hlavné u dfive dozravajicich odrad), ktery zaujima asi
76 % ¢. h. Jeji funkce je hlavné metabolicka a obsah se béhem péstovani i1 skladovani rapidné
méni. Sudina hlizy se v priméru pohybuje okolo 24 % (13-37 %) ¢. h., ptiCemZ je tvofena ze
70 % Skrobem; 9,5 % N-latkami; 3 % sacharidy; 2,5 % organickymi Kkyselinami;
2,5 % mineralnimi latkami, 1 % tuku a asi 0,5 % vitamind. Kromé zminénych latek se v hlizach

nachazi také polyfenoly, karotenoidy nebo glykoalkaloidy.

Dtvodem pro zavedeni alternativni metody pro analyzu brambor bylo zvySené mnoZstvi
pozadavku na stanoveni zakladnich vyZivovych latek jako je suSina, Skrob, dusikaté latky a cukr
ze strany Sekce zemédelskych vstupd.

Stanoveni klasickymi laboratornimi referen¢nimi metodami je pomérné dlouhé a ekonomicky
narocné, a proto bylo nutné uvazovat o jiné dostatecné piesné metod¢, kterd by analyzy vyse
zminénych parametri nahradila. Na zaklad¢ odborné literatury a reserzi byla v ONRL Brno
OdTO vybrana metoda NIR spektroskopie, ktera splituje hned nékolik pozadavkil (rychlost,
pfesnost, spravnost, ekonomicnost, nizké ekologické zatizeni prostiedi, nedestruktivni vyuZiti
vzorku) na analyzu v moderni zemédélské laboratofi.

JelikoZ NIR spektroskopie je metodou sekundarni, bylo cilem prace nejprve stanoveni vzorkt
laboratornimi referen¢nimi metodami a nasledné vytvoreni a ovéfeni vhodnych kalibra¢nich
modelid pro jednotlivé parametry a soucasné vyhodnoceni predikénich schopnosti téchto

modelt pro dal$i vyuziti v praxi.
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2 Material a metody

2.1 Laboratorni referen¢ni metody pro stanoveni vybranych parametru

u brambor

2.1.1 Stanoveni vlhkosti

Stanoveni obsahu vihkosti v bramborach vychazi z normy CSN 46 70 92-3. Obsah vihkosti
je stanoven gravimetricky jako ubytek po vysuSeni vzorku pii 55 °C a dosuSeni pii 105 °C.

Meéfeni je provadéno ve tiech opakovanich.

2.1.2 Stanoveni obsahu dusikatych latek (hruby protein)

Stanoveni obsahu hrubého proteinu vychazi z normy CSN ISO 1871 a Natizeni Komise (ES)
152/2009 zveiejnéného v Utednim véstniku EU dne 27. 1. 2009 (L 54/15-19, 2009). Dusikaté
latky se stanovi metodou dle Kjeldahla. Nejprve je provedena mineralizace vzorku kyselinou
sirovou za ptitomnosti katalyzatoru a kysely roztok je dale alkalizovan hydroxidem sodnym.
Nasledné je takto vytésnény amoniak jiman do kyseliny borité a titrovan standardnim roztokem
kyseliny sirové. Stanoveni je provadéno ve dvou paralelnich opakovanich a musi byt splnéna
podminka opakovatelnosti. Ta je dana koncentra¢ni hladinou dusikatych latek (viz Tabulka 1.).

Tabulka 1. Opakovatelnost pro stanoveni obsahu N-latek

Obsah N-latek Opakovatelnost
<20% 0,2 % abs.
20-40 % 1,0 % rel.
> 40 % 0,4 % abs.

2.1.3 Stanoveni obsahu Skrobu

Stanoveni obsahu 3krobu vychazi z normy CSN 46 7092-21 a Natizeni Komise (ES) 152/2009
zvefejnéného v Ufiednim véstniku EU (L 54/47-49, 2009). Skroby jsou stanovovéany
polarimetricky (méfeni optické otacivosti) po hydrolyze kyselinou chlorovodikovou a
odstranéni bilkovin Carrezovymi Cinidly. Méfeni je provadéno ve dvou opakovéanich a
opakovatelnost je dana pro dvé koncentra¢ni hladiny (viz Tabulka 2.).

Tabulka 2. Opakovatelnost pro stanoveni obsahu Skrobu

Koncentra¢ni hladina Opakovatelnost
<40,0% 0,4 % abs.
> 40,0 % 1,0 % rel.
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2.1.4 Stanoveni obsahu cukri

Stanoveni obsahu cukrii vychazi z Natizeni Komise (ES) 152/2009 zveiejnéného v Utednim
véstniku EU (L 54/42-45, 2009). Provadi se titraéné dle Luff-Schoorla, kdy metoda umoziuje
stanoveni obsahu redukujicich cukrt (vyjadienych jako glukédza) a zaroven 1 veSkerych cukrt
po inverzi (vyjadienych jako sachardza).

U analyzy se postupuje ve dvou krocich, nejprve se stanovuji redukujici cukry (glukdza
a fruktdza) a to samostatné bez hydrolyzy, a nasledn¢ je provedena hydrolyza, pti které¢ dochazi
Kk rozstépeni sachardzy na zminéné dva monosacharidy. V obou piipadech jsou cukry stanoveny
metodou dle Luff-Schoorla, tzn. redukujici cukry redukuji za varu v alkalickém prostiedi
médnatou stl na oxid méd’ny. Nezreagovany piebytek méd’naté soli se stanovi jodometricky.
Stanoveni se provadi ve dvou paralelnich opakovanich a opakovatelnost je dana pro dvé

koncentra¢ni hladiny (viz Tabulka 3.).

Tabulka 3. Opakovatelnost pro stanoveni obsahu cukrti

Koncentraé¢ni hladina Opakovatelnost
1,5-10 % 0,3 % abs.
>10% 3 % rel.

2.2 Stanoveni metodou NIR spektroskopie

Obecné plati, ze vytvoreni NIR kalibracniho modelu pro pozadovany parametr spociva
ve vztazeni informace ziskané absorpci zafeni v NIR oblasti k hodnoté stanovené laboratorni
referenéni metodou (LRM). Takto je ziskdn vzajemny pomér a z ného regresni zavislost.

Pro vytvofeni vhodného kalibracniho modelu plati zdkladni pozadavek, a to dostatecné
mnozstvi vzorkl, které splituji pozadavky na standardné analyzované vzorky. Take jejich
pfiprava musi byt stejna, jak pro analyzu LRM, tak metodu NIR spektroskopie. Koncentra¢ni
by mélo byt nejméné 50. Cim vys§i je podet vzorki, tim je model robustngj§i a méné nachylny
ke zménam pii zafazeni novych Kkalibra¢nich vzorkl, stejné jako k chybam méfeni.
Samoziejmosti je vyuziti dostatecné pfesnych LRM. Pokud je to mozné, je vzdy nutné provadét
stanoveni referencnimi metodami v paralelnim opakovani. Pro tvorbu kalibra¢niho modelu je
pouzita jejich primérna hodnota.

Vzorky, které byly vyuZité pro tvorbu kalibra¢nich rovnic u brambor, pochazely z regionalniho
pracoviité UKZUZ Lipa (Pracovisté brambor), pfi¢emz hlavni shromazd’ovani dat probihalo

v letech 2012-2016. Béhem této doby bylo analyzovano vice nez 120 vz. resp. 160 vz. (susina,
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Skrob) brambor rtiznych varnych typt a ranosti (viz Tabulka 4.). V loniském a leto$nim roce se
pokracovalo s optimalizaci stavajicich kalibra¢nich modeltl, a zaroven se zapocalo s tvorbou
novych modell za vyuziti jiné méfici kyvety.

Tabulka 4. SloZeni vzorki brambor pouZzitych pro kalibra¢ni modely.

Susina (%) N-latky (%/s) Skrob (%/5s) Cukr (%l/s) | Cukr/h (%ls)
Nk (pocet vzorkii) 174 120 165 117 122
Minimum 12,96 6,33 52,54 0,03 0,12
Maximum 35,56 11,53 80,01 8,36 9,89
Primér 20,99 9,13 70,22 2,55 3,89

Méfeni bylo provadéno na ptistroji Nicolet Antaris s Fourierovou transformaci, za pouZiti

1. v rozsahu

transreflektancni kyvety s vyskou reflexni plochy 1 mm a rozliSenim 2 cm”
vinovych delek 1000-2500 nm. Kazdy vzorek byl z dtvodu vysoké vlhkosti vzorku
(rozmélnéni kuchynskym mixerem) sniman ve CcCtyfech opakovéanich a bylo vybrano
nejpresnéjsi spektrum (dle kiizové validace), aby byla zajiSténa co nejvétsi presnost pro dany
kalibra¢ni model. Pro jeho tvorbu byl pouZit software TQ Analyst.

Prvnim krokem tvorby kalibra¢niho modelu bylo zvoleni PLS algoritmu kvantitativni analyzy,
vlozeni hodnot referencnich metod a nésledna optimalizace modelu. Ta spocivala nejprve
v pouziti matematické korekce spekter SNV, ktera eliminuje vliv velikosti ¢astic. Na takto
upravenych spektrech byla provedena analyza hlavnich komponent (PCA), ktera je vhodna
k identifikaci odlehlych méfeni (spekter) a zaroven ovéfi, zda piipadné vyloucené vzorky
nejsou dualezité pro vlastni kalibraci (napt. extrémni body odpovidajici nové odridé nebo
koncentra¢ni abnormalité), coz by mélo za nasledek snizeni robustnosti vytvareného modelu.
Dalsi optimalizace se tykala Upravy spekter na zakladé¢ hodnot korela¢niho koeficientu R
a sttednich kvadratickych chyb predikce (jak kalibrace RMSEC, tak ktizové validace
RMSECV). K tomu bylo vyuzito n¢kolika metod — prvni derivace spekter, vyhlazeni spekter
dle Norrisova deriva¢niho filtru, vylouceni odlehlych spekter dle diagnostiky Spectrum outlier
za vyuZiti Chauvenetova testu, a v neposledni fad¢ kontrola celého modelu ktizovou validaci.
Dle grafu diferenci vysledkii bylo nutné provést kontrolu odlehlych vysledkt, zjisténych
zminénou kfizovou validaci, a tyto z kalibracniho modelu odstranit.

DalSimi prvky vyuZitelnymi pro tvorbu kalibra¢niho modelu je také diagnostika PRESS, ktera

urc¢uje idealni mnozstvi PLS faktord (hlavnich komponent) pro dostatecné popsani modelu.

cvwr
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chybu méfeni. Dilezity je také vybér vhodného rozmezi vinovych délek, a to takového, ve
kterém je zfejma nejveétsi korelace s laboratornimi referenénimi hodnotami.

Vysledkem takto optimalizovaného kalibraéniho modelu je graf referencnich versus NIR
predikovanych koncentraci (kalibra¢ni zavislost) a znéj vyplyvajici hodnota korela¢niho
koeficientu (pozadavek na co nejvyssi) a hodnota stiedni kvadratické chyby predikce kiizové
podobnou chybé meéteni LRM). Jako kontrola vytvofeného kalibra¢niho modelu slouzi
validace — interni (kiizova validace; pouzita piimo pii tvorbé modelu) a externi za vyuZiti
neznamych vzorkli nezahrnutych do tvorby kalibracniho modelu. Kontrola se provadi na
zékladé porovnani dvou metod (LRM vs. NIR) na shodnost rozdili vysledki pomoci
Studentova t-testu. Vysledky jsou porovnany s kritickymi hodnotami t, pro hladinu
vyznamnosti 0,05.

3 Vysledky a diskuze
3.1 Vysledky

Na zéklad¢ vysledkti LRM byly vytvoteny kalibra¢ni modely pro pét stanovovanych parametra
metodou NIR spektroskopie ve vzorcich brambor. Kalibra¢ni zavislosti jsou graficky

znazornény na obrazcich 3-7.
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Obr. 3. Obr. 4.

Obr. 3. Kalibracni zavislost pro parametr susina (%)

Obr. 4. Kalibra¢ni zavislost pro parametr N-latky (%o/s)
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Obr. 6. Kalibra¢ni zavislost pro parametr cukr (%/s).

Obr. 7. Kalibra¢ni zavislost pro parametr cukr po hydrolyze (%/s).

Souhrnny piehled ziskanych kvalitativnich parametri kalibra¢nich modeld pro vybrané
parametry v bramboréch je uveden v tabulce 5.

Tabulka 5. Kvalitativni parametry kalibra¢nich modeli pro vzorky brambor.

Parametr RMSECV R
Susina (%) 1,05 0,9777
N-latky (%/s) 0,67 0,8277
Skrob (%/s) 2,35 0,9031
Cukr (%l/s) 1,24 0,7752
Cukr/h (%/s) 1,41 0,8223

Legenda: RMSECYV - stiedni kvadraticka chyba predikce kiizové validace; R — korelaéni koeficient
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Z tabulky 5 je zfejmé, ze ziskané hodnoty korelacniho koeficientu pro parametry suSina,
N-latky a Skrob jsou vysoké a to 0,98; 0,83; 0,90. Chybam stanoveni pro tyto parametry
odpovidaji i hodnoty RMSECV.

Predik¢ni schopnosti téchto kalibracnich modelt pro jednotlivd stanoveni byly ovéfovany
na souboru nezavislych vzorkl, které nebyly zahrnuty do vyvoje kalibracnich modelt.
Naslednym porovnanim vysledkl ziskanych LRM a metodou NIR spektroskopie na testovani
shodnosti vysledki se ovéfovala nulova hypotéza, ze rozdil x4 —Xg| neni statisticky
vyznamny na zvolené hladin¢ vyznamnosti o = 0,05. Pro testovani shodnosti byl vyuzit
Studenttv t-test. Vypoctené hodnoty t-testu byly porovnany s kritickou hodnotou t,. Vysledky
pro jednotlivé parametry jsou znazornény v tabulce 6.

Studentiiv t-test:

Hladina vyznamnosti: a = 0,05

Kriticka hodnota (13vz): to = 1,782

Pf. parametr — susina:

— — n x (n—1)
t= I~ el 55,5

t = [29,59 — 29,31| 13 x 12
N ’ ’ 8,98

t=1,167

ty = 1,782

t<t,

Tabulka 6. Kontrola predikénich schopnosti jednotlivych Kkalibra¢nich modelid
Studentovym t-testem.

XA
Parametr n (LRM) Xg (NIR) ’ t t« (0,05)

Susina (%) 13 29,59 29,31 0,05 1,17 1,782
N-latky

(%0/s) 13 7,70 7,80 0,05 0,86 1,782
Skrob (%/s) 13 75,51 75,75 0,05 0,79 1,782
Cukr (%ls) 13 1,39 0,55 0,05 2,08 1,782
Cukr/h

(%0/s) 13 2,48 1,67 0,05 2,03 1,782

Legenda: n — pocet vzorki; X, (LRM) — primérna koncentrace ziskana laboratorni referenéni metodou; Xg (NIR)
— pramérnd koncentrace ziskana metodou NIR spektroskopie, o — zvolend hladina vyznamnosti (0,05);
t — vypoétena hodnota Studentova t-testu; t, — kriticka (tabulkova) hodnota Studentova t-testu
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Z tabulky 6 je zfejmé, Ze vypoctené hodnoty t pro parametry susSina, N-latky a Skrob jsou nizsi
oproti tabulkové hodnoté t,. Z cehoz vyplyva, ze metoda NIR spektroskopie poskytuje
statisticky shodné vysledky a je tedy vhodna jako nahrada pro stavajici laboratorni referencni
metody. Pro parametry cukr a cukr po hydrolyze byly hodnoty t vyssi nez kritickd hodnota t, a
lze tedy fici, Ze metoda NIR spektroskopie neposkytuje statisticky shodné vysledky a pro

stanoveni téchto parametrl ve vzorcich brambor je tedy nevhodna.

3.2 Diskuze

Bramborové hlizy jsou nehomogenni material s velmi riznorodym a proménlivym sloZenim,
Z ¢ehoz plyne 1 velka variabilita v obsazich jednotlivych slozek. Tato skute¢nost musela byt
zohlednéna jak pfi stanoveni LRM, tak metodou NIR spektroskopie. Obdobné problémy byly
feSeny i v odborné literatufe tykajici se NIR spektroskopie a bylo ovéfeno, Ze nejmensi chyby
predikce dosahovaly vzorky mixované a homogenizované. Jinymi slovy, béhem stanoveni NIR
spektroskopii je nanejvys nutné udrZet vzorek v co nejvice homogenizovaném stavu. V naSem
piipadé, v zdjmu zachovani co nejveEtsi presnosti, se jednalo o opakované promichavani vzorku
a vicendsobné snimani na pfistroji. (pozn. v€etné testovani jiného typu kyvety)

stanovitelnd koncentrace, ktera se uvadi okolo 1 g/kg (Mika, 2008). Toto je pravdépodobné
jeden z dtivoda nevyhovujicich kalibra¢nich modelt pro parametry cukr a cukr po hydrolyze,
kdy se ¢ast vzorkt svym obsahem cukrl blizila mezi stanoveni. Jak jiz bylo zminéno, tyto
kalibra¢ni modely i pfes snahu o co nejlepsi optimalizaci, nepfinesly pozadované vysledky.
koeficient, ale ani vytvoteni redlného modelu pouzitelného pro neznamé vzorky nebylo uspésné
(pozn. chyba kiizové validace musi odpovidat chyb¢ stanoveni LRM).

Dulezitym faktem, ktery je nutné zminit, je ten, Ze v naSich podminkach se u metody NIR
standardné pracuje s koncentracemi latek vyjadfenymi v suSing€. Pii porovnani vysledki
s odbornou literaturou, ktera vysledky obsaht latek v ovoci a zelenin€ Castéji uvadi v Cerstvé
resp. pivodni hmoté, je tedy nutné zvolit pfepocet ze susiny zpét do Cerstvé hmoty.

Vytvorené kalibra¢ni modely oviem nelze povazovat za definitivni. Je dalezité fici, ze kazdy
vyhovujici model je nutné rekalibrovat (tzn. dopliiovat o nové vzorky) a nasledné opét
optimalizovat. Rekalibraci a zminénou optimalizaci se totiz zvySuje robustnost celého modelu

a tim 1 jeho pfesnost a predikéni schopnosti.
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4 Zavér

Cilem této prace bylo ovéfit moznosti vyuziti NIR spektroskopie pro stanoveni hlavnich
vyzivovych parametrii u brambor. Pro tvorbu kalibra¢nich modeltl bylo analyzovano vice nez
100 vz. (cukr, cukr/h, N-latky), respektive 150 vz. (susina a $krob) ruznych odrid brambor,
varného typu i ranosti. Vzorky byly stanoveny laboratornimi referenénimi metodami a zaroven
NIR spektroskopii. Z prezentovanych grafi kalibra¢nich zavislosti a hodnot kvalitativnich
parametri (RMSECV, R) vytvofenych kalibra¢nich modeld je zfejmé, ze hodnoty korela¢nich
koeficientd pro suSinu a Skrob stanovené LRM a predikované metodou NIR spektroskopie spolu
vysoce koreluji (0,98; 0,90), zatimco u stanoveni N-latek, cukru a cukru po hydrolyze byly
hodnoty korela¢niho koeficientu nizsi (0,83; 0,78 a 0,82). V piipadé N-latek byla ov§em stfedni
kvadratickd chyba predikce kiizové validace (RMSECV) odpovidajici chybé stanoveni
laboratorni referen¢ni metodou, a z toho diivodu Ize potvrdit, ze vytvofeny kalibraéni model je
pro stanoveni tohoto parametru vhodny, i vzhledem ke zminéné niz$i hodnoté korela¢niho
koeficientu. Tato situace neplati u parametrt cukr a cukr po hydrolyze, kdy nejen Ze byla nizka
hodnota korela¢niho koeficientu (R), ale zarovent se metodou NIR spektroskopie nepodatilo
idealn¢ priblizit chybé stanoveni laboratorni referencni metodou. Z tohoto divodu Ize tvrdit,
Ze pro parametry cukr a cukr po hydrolyze neni vyuZiti metody NIR spektroskopie vhodné.
Zavérem lze tedy fici, ze metodou NIR spektroskopie Ize parametry suSina, Skrob a N-latky
predikovat a je mozné stanoveni laboratornimi referen¢nimi metodami metodou NIR

spektroskopie nahradit.
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Stanoveni obsahu kofeinu v krmivech

Sarka Plhalova
Usttedni kontrolni a zkuSebni ustav zeméd¢lsky, ONRL Opava, Jaselska 16, 746 23 Opava

1 Uvod

Kofein spolu stheobrominem a theophylinem patii mezi rostlinné alkaloidy. Jedna se
o ethylderivaty xantinu. Jsou to alkaloidy s purinovym jadrem, skupinové oznacované také
jako xantinové alkaloidy. Jsou pfirozené obsazeny v mnoha vysSich rostlinach, vétSinou
vSechny tfi spolecné, vzdy vSak s vyraznou ptfevahou jednoho z nich. Prvofadym smyslem
alkaloidu obsaZenych v rostlinach je ziejmé vlastni ochrana rostliny pted zivoc¢ichy jako jsou
hmyz, larvy a brouci. Mezi rostliny s nejvy$sim obsahem methylxantinii patii cesmina
paraquayska, kavovnik, c¢ajovnik, kola a kakaovnik. Methylxantiny v nizkych nebo
terapeutickych davkach stimuluji kardiovaskularni systém a centralni nervovy systém, ale

Vv ptipad¢ piijmu vyssich davek dochézi u zvitat ke klinickym projeviim otravy.

Kofein, 1,3,5 - trimethylxantin, patii podle struktury mezi purinové alkaloidy, které jsou

odvozeny od purinu, respektive od produktu jeho oxidace xantinu (Obr. 1).

0O ] 0 CHy
HsC
N7 N N 3 \N%N
N\ HN | />
QNI{ 0)\N | N/> OA\'T' §
H CH3
purin xantin kofein

Obr. 1. Chemické vzorce purinovych alkaloidi.

3 Material a metody

3.1 Princip metody
Obsah kofeinu se stanovi po extrakci vzorku smési rozpoustédel chloroform — amoniak
metodou vysokouc¢inné kapalinové chromatografie (HPLC) na reverzni fazi s pouzitim UV

detekce.
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3.2 Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.

1

2
3
4

10

11
12

3.3

U =) WV, I S VST \S]

Chloroform.

Moisky pisek.

Amoniak, koncentrovany, vodny roztok 25%.

Amoniak, roztok 20%.

Piprava: 400 ml koncentrovaného amoniaku (3) se smicha se 100 ml vody (12)

a promicha.

Acetonitril pro HPLC.

Octan sodny, krystalicky.

Octan sodny, roztok ¢ = 0,01 mol/I.

Ptiprava: 0,8203 g krystalického octanu sodného (6) se rozpusti ve vodé¢ (12) v 1000 ml
odmérné barce a doplni po znacku.

Kofein, min. 99%.

Kofein, zakladni standardni roztok, ¢ = 0,1 g/I.

Piprava: 100 mg kofeinu (8) se rozpusti v 1000 ml odmérné barnce v cca 500 ml vody za
pouziti ultrazvukové lazné. Po rozpusténi a vytemperovani se doplni po znacku vodou
(12).

Mobilni faze, pH = 4, octan sodny (7) + acetonitril (5).

Ptiprava: Octan sodny (7) a acetonitril (5) se smichaji v poméru 9 + 1 (V/V).

Hodnota pH se zkontroluje na pH metru. Pokud pH neodpovida pozadované hodnotg,
upravi se pomoci kyseliny octové (11).

Kyselina octova, koncentrovana.

Voda (deionizovana nebo demineralizovana).

Pristroje a pomiicky

Ultrazvukova lazei.

Extrakéni zatfizeni podle Soxhleta nebo Twisselmanna.
Vysokouéinny kapalinovy chromatograf's UV detektorem.
Zmydelnovaci banky, 250 ml.

Extrak¢ni patrony, cca 30 X 90 mm.

Nastiikovy filtr Nylon, 0,45 um.
pH metr.
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4 Pracovni postup
4.1 Extrakce

Krmné suroviny

Do nizké kadinky o objemu 150 ml se navazi asi 30 g moiského pisku (2) a 1 g
zhomogenizované¢ho vzorku. Obsah kadinky se dobfe promicha a pfevede do extrakéni
patrony (5). Zbytky vzorku na sténach kadinky se dikladné setfou vatou, kterd se pouzije
nauzavieni extrakéni patrony. Obsah patrony se pted uzavienim zvlh¢i 5 ml roztoku
amoniaku (4) a patrona se ponecha v uzaviené nadob¢ pies noc.

Patrona se vlozi do extrak¢niho zafizeni (2) a extrahuje se 150 ml chloroformu (1) po dobu
7 h. Poté se rozpoustédlo odpaii do sucha a jeho zbytky se odstrani proudem dusiku. Odparek
se rozpusti ve 100 ml mobilni faze (10) v ultrazvukové lazni (1) pii 60 °C a zfiltruje ptes husty
filtr. Pfed nastfikem na analytickou kolonu se jesté podle potieby nafedi a piefiltruje ptes

nasttikovy filtr (6).

Krmné smési

Do extrak¢ni patrony se navazi 5 az 10 g zhomogenizovaného vzorku. Zvlhéi se 10 ml roztoku
amoniaku (4) a uzavie vatovou zatkou. Patrona se ponecha v uzaviené nadobé¢ pies noc.
Patrona se vlozi do extrak¢niho zafizeni (2) a extrahuje se 150 ml chloroformu (1) po dobu
7 h. Poté se rozpoustédlo odpaii do sucha a jeho zbytky se odstrani proudem dusiku. Odparek
se rozpusti ve 100 ml mobilni faze (10) v ultrazvukové lazni (1) pii 60 °C a zfiltruje ptes husty
filtr. Pfed nastfikem na analytickou kolonu se jesté podle potieby nafedi a piefiltruje ptes

nastiikovy filtr (6).

4.2 Chromatografické stanoveni
Obsah kofeinu se stanovi metodou vysokouc¢inné kapalinové chromatografie na reverzni fazi

s pouzitim UV detekce.

Kalibrace

Do sady 100ml odmérnych ban€k se pipetuje postupné (1; 2; 4; 10; 20; 40) ml zékladniho
standardniho roztoku kofeinu (9), doplni se vodou (12) po znatku a promichd. Sada
kalibra¢nich roztokt odpovida koncentraci kofeinu (1; 2; 4; 10; 20; 40) mg/1. Takto ptipravené
roztoky se nastiikuji na analytickou kolonu HPLC. Hodnoty odpovidajicich ploch piki slouzi

k sestrojeni kalibra¢ni kiivky. Namétené hodnoty jsou uvedeny v tabulce ¢.1.
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Tabulka 1. Priprava kalibraéni k¥ivky.

Koncentrace

mg/I

Odezva (plocha)
mAU

16,48 32,66 66,80 166,8 3315 676,7

800
y =16,839x

700 R?=0,9999
600
500
400

300
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200

100

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Koncentrace (mg/l)

Obr. 2. Kalibra¢ni piimka kofeinu.
Separaéni podminky HPLC
Kalibra¢ni roztoky i extrakty zkusebnich vzorki se méti za nasledujicich separac¢nich podminek

chromatografického systému (tabulka ¢.2).

Tabulka 2. Priklad podminek chromatografického stanoveni.

Kolona Nucleodur PolarTec, 5 pm, 1503 mm
(Macherey-Nagel)

Mobilni faze (20)

Pritok mobilni faze 0,7 ml/min

Teplota kolony okoli

Detektor UV 280 nm

Objem nastriku 5ul

Retencni ¢as kofeinu pri lab. teploté 6,9 min

Reten¢ni ¢as theobrominu pii lab. teploté | 2,8 min
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Obr. 3. Ukazka chromatogramu kofeinu a theobrominu.

5 Vypocet
Obsah kofeinu (X) vyjadieny v mg/kg se vypocita podle vztahu

cxV xR
m

X =

koncentrace kofeinu ve zkusebnim vzorku, zjisténa z kalibra¢niho grafu (mg/1)
objem mobilni faze, ve kterém je rozpustén odparek (ml)

hmotnost zkuSebniho vzorku (g)

~ 3 < °

fedéni
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6 Vysledky a diskuse
6.1 Validace

Validace metody byla provedena na realnych vzorcich krmnych smési s vyuZitim
certifikovaneho materialu mleté kavy (CRM 55). V ramci validace byly hodnoceny parametry

linearita, opakovatelnost, spravnost, mez detekce a stanovitelnosti, citlivost a nejistoty méteni.

Linearita
Linearita byla ur¢ena z hodnot namétenych kalibra¢nich standardti. Ziskané hodnoty, kter¢ jsou
uvedeny v tabulce ¢.2, byly vlozeny do programu EffiValidation 3.0. Linearita byla ovéfena

v rozsahu koncentraci 1 — 40 mg/l. Vyhodnoceni je uvedeno v tabulce ¢. 3.

Tabulka €. 3. Linearita: Korela¢ni a QC koeficient.

Vypoéteny Testovany Vypoéteny Testovany Hypotéza
korela¢ni korelac¢ni QC QC
koeficient koeficient
0,99995 0,99000 1,17 5,00 Ptijata

Zavér: Na zakladé hodnot korela¢niho a QC koeficientu byla prokazana linearita metody.

Opakovatelnost

Opakovatelnost charakterizuje rozptyleni validované vlastnosti kolem stfedni hodnoty
zpusobené nahodnymi chybami. Tento valida¢ni parametr byl stanoven dvémi zpiisoby. Jednak
vicenasobnym meéfenim certifikovaného materidlu za podminek méteni opakovatelnosti, tj.
Vv jedné laboratofi, stejnym analytikem, na stejném pfistroji, v co nejkrat$im Case a z paralelnich
meéfeni redlnych vzorkl. Hodnoty méfeni realnych vzorkli jsme rozdélili do dvou
koncentracnich hladin.1. koncentra¢ni hladina 3,01 — 100 mg/kg kofeinu a 2. koncentra¢ni
hladina >100 mg/kg kofeinu. Naméfené hodnoty byly zpracovany pomoci programu
EffiValidation 3.0. Jednotliva méfeni a vyhodnoceni jsou uvedena v tabulkach ¢. 4 — 9.

Tabulka 4. Opakovatelnost - vicenasobné méreni CRM 55.

Méreni Prumér
Vzorek
1. 2. 3. 4. 5. 6. mg/kg
CRM 55 14710 15090 14799 15179 14490 15185 14909
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Tabulka 5. Vyhodnoceni: Opakovatelnost — vicenasobné méieni CRM 55.

Opakovatelnost Relativni Pozadovana
Vzorek mg/kg opakovatelnost opakovatelnost
% %
CRM 55 286,04 1,92 10,0

Tabulka 6. Opakovatelnost: Paralelni méfeni realnych vzorki, konc. hladina (3,01-100)

mg/kg.
Méfeni 1 Méreni 2 Primér
Vzorek Material

mg/kg ma/kg mg/kg
107 KS selata 18,19 17,48 17,84
109 KS selata 17,82 16,88 17,35
114 KS krélici 6,930 6,172 6,551
115 KS nosnice 9,858 9,564 9,711
159 KS selata 29,05 28,71 28,88
160 KS prasata 24,86 24,62 24,74
168 Cukrovinky 48,32 45,16 46,74
169 Cukrovinky 67,75 64,49 66,12
172 KS prasata 5,666 5,647 5,657
173 KS prasata 20,99 20,47 20,73
175 KS prasata 10,35 10,60 10,48
193 KS prasata 20,61 20,27 20,44
194 KS dojnice 20,04 21,58 20,81
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Tabulka 7. Vyhodnoceni: Opakovatelnost z paralelnich méieni realnych vzorki, konc.
hladina (3,01-100) mg/kg.

Opakovatelnost

Relativni

Pozadovana

Primér méfeni mg/kg opakovatelnost opakovatelnost
% %
22,77 0,9934 4,36 10,0

Tabulka 8. Opakovatelnost: Paralelni méieni realnych vzorki, konc. hladina > 100

mg/Kg.
Méieni 1 Méieni 2 Pramér
Vzorek Material

mg/kg mg/kg mg/kg
162 Kakaové slupky 1189 1153 1171
163 Kakaové slupky 1263 1328 1296
164 Kakaové slupky 1236 1206 1221
165 Kakaovy, ¢aste¢né 1320 1252 1286

loupany extrah Srot
166 Kakaovy, ¢aste¢né 1385 1306 1346

loupany extrah. Srot
167 Cukrovinky 394,7 379,4 387,1
170 Cukrovinky 269,1 269,9 269,5
171 Cukrovinky 275,3 274,5 2749

Tabulka 9. Vyhodnoceni: Opakovatelnost z paralelnich méieni realnych vzorka,
konc.hladina >100 mg/kg

Opakovatelnost

Relativni

Pozadovana

Primér méreni mg/kg opakovatelnost opakovatelnost
% %
906,3 33,09 3,65 10,0

Zavér: Opakovatelnost paralelnich stanoveni spliuje poZzadovanou opakovatelnost do 10 %.

Spravnost
Spravnost charakterizuje shodnost vysledkii méfeni validované vlastnosti s deklarovanou

referencni hodnotou. Pro stanoveni spravnosti metody byl pouzit referen¢ni materiall CRM
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Fapas — ground coffee (CRM 55). Vyhodnoceni bylo provedeno pomoci programu

EffiValidation 3.0. Namétené hodnoty a vyhodnoceni jsou uvedeny v tabulkach ¢.
10 a¢. 11.
Tabulka 10. Spravnost — Omezeny koncentra¢ni rozsah, referen¢ni material k dispozici.
Méreni Priamér
Vzorek
1. 2. 3. 4, 5. 6. mg/kg
CRM 55 14710 15090 14799 15179 14490 15185 14909

Tabulka 11. Vyhodnoceni: Spravnost — Omezeny koncentrani rozsah, referen¢ni
material k dispozici.

Vzorek Referenéni | Naméreno | VytéZnost | Referenéni | Presnost Hypotéza Hypotéza
hodnota mg/kg % pFesnost mg/kg . . , .
0 presnosti | 0 spravnosti
mg/kg mg/kg

CRM 55 14500 14909 102,8 1100 286,0 piijata piijata

Zavér: Analytickd metoda poskytuje statisticky presné a spravné vysledky.

Mez detekce a stanovitelnosti

Mez detekce je uroven, nad kterou lze odezvu vzorku vérohodné odlisit od odezvy slepého
pokusu, tzn., Ze nad ni Ize provést kvalitativni stanoveni. Mez stanovitelnosti je minimalni
hodnota, nad kterou lze provést kvantitativni stanoveni. Meze byly vypocteny z velikosti
hodnoty signalu slepého pokusu. Podminkou je mit k dispozici chromatogram slepého pokusu
a smérnici kalibra¢ni pfimky. Namétené hodnoty byly zpracovany programem EffiValidation

3.0. Vyhodnoceni je uvedeno v tabulce ¢. 12.

Tabulka 12. Vyhodnoceni: Meze - ze signalu slepého pokusu.

Maximalni kolisani zakladni linie 0,028 mAU

Smérnice kalibraéni primky 0,100

Mez detekce 0,8 mg/kg

Mez stanovitelnosti 2,8 mg/kg
Citlivost

Citlivost je zména odezvy vyvolana jednotkovou zmeénou koncentrace. Je dana smérnici

kalibracni ptimky. K ur€eni citlivosti byla pouzita data uvedena v tabulce ¢. 1 a byla
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vyhodnocena pomoci programu EffiValidation 3.0.

Zavér: Citlivost analytické metody dana smérnici kalibraéni piimky je 16,90.

Nejistoty

Relativni standardni nejistota a relativni rozSifena nejistota byly stanoveny z hodnot
paralelnich stanoveni 21 vzorkG krmnych smeési. Naméfené hodnoty jsou uvedeny
v tabulkach ¢. 6 a ¢. 8. Vypocet byl proveden v programu EffiValidation 3.0 - Nejistoty
Z ptesnosti - paralelni méfeni k dispozici. Vypoctené nejistoty pro stanoveni obsahu kofeinu

jsou uvedeny v tabulce ¢. 13 a ¢. 14.

Tabulka 13. Nejistoty z piesnosti — paralelni méfeni k dispozici, konc. rozsah (3,01 — 100)
mg/Kg.

Vypoétena hodnota [mg/kg] 22,77
Standardni nejistota [mg/kg] 0,99
Relativni standardni nejistota [%6] 4,36
Faktor pokryti 1,96
Rozsii'ena standardni nejistota [mg/kg] 1,95
Relativni rozSifena nejistota [%o] 8,55

Tabulka 14. Nejistoty z piesnosti — paralelni méfeni k dispozici, konc. rozsah >100
mg/kg.

Vypoétena hodnota [mg/kg] 906,1
Standardni nejistota [mg/kg] 33,27
Relativni standardni nejistota [%0] 3,67
Faktor pokryti 1,96
Rozsifena standardni nejistota [mg/kg] 65,21
Relativni rozsifena nejistota [%] 7,19
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6.2 Porovnani vysledki

Bylo vybrano Sest vzorkd krmnych smési, ve kterych byl stanoven obsah kofeinu metodou
HPLC a metodou LC-MS na pracovisti Odboru NRL Brno. Ziskané hodnoty byly zpracovany
pomoci programu EffiValidation 3.0. Porovnani vysledki bylo provedeno t-testem. Namétené

hodnoty a vyhodnoceni je uvedeno v tabulkach ¢. 15 a ¢. 16.

Tabulka 15. Hodnoty obsahu kofeinu v mg/kg.

Vzorek Metoda HPLC Metoda LC-MS
159 28,88 28,38
160 24,74 23,70
172 5,66 6,48
173 20,73 21,89
175 10,48 13,56
194 21,44 18,90

Tabulka 16. Srovnani 2 metod/laboratofi: t-test na rozdil vysledku.

Primérny rozdil Pi‘esnost rozdilu Interval Hypotéza
spolehlivosti
-0,16333 1,95589 -2,21625 - 1,88958 Piijata

Zavér: Srovnavané analytické metody poskytuji statisticky stejné vysledky.

[ Zavér

V ramci vyvojového ukolu ¢. 10.01/2016 byla v laboratoti ONRL Opava jiZ zavedend metoda
stanoveni theobrominu v krmivech technikou HPLC s UV detekci rozsifena o dalSi parametr
kofein, a to pro obsahy nad 3 mg/kg kofeinu.

Byly stanoveny valida¢ni parametry linearita, opakovatelnost, spravnost, mez detekce,
mez stanovitelnosti, citlivost a nejistoty métfeni. Bylo prokdzéno, Zze ovéfovana metoda

stanoveni kofeinu je zpisobila k pouzivani pro zkouseni krmiv na obsah nezadoucich latek.
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