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Stanoveni citrininu v surovinach rostlinného puvodu

Martina Cumovd, Simona Wawroszovd, Zuzana Nehybova

1 Uvod

Citrinin je sekundarni metabolit hub, ktery je toxicky pro lidi a zvifata. Proto by se mél jeho
vyskyt preventivné sledovat v krmivech a surovinach pro jejich vyrobu. V laboratofi Oddéleni
rezidudlnich analyz byla zavedena metoda pro stanoveni citrininu, kterd je zaloZena
na QUEChERS extrakci s naslednou analyzou pomoci LC-MS. Metoda je vhodna pro sledovani
citrininu v surovinach rostlinného ptvodu a spliiuje vSechny legislativni  poZadavky

na vykonnostni Kkritéria.

2 Teoreticka ¢ast

21 Uvod

Citrinin (CIT), ktery se také nazyva monascidin A nebo antimycin, je toxicky sekundarni
metabolit plisni rodu Aspergillus, Penicillinum a Monascus [1]. Citrinin (Obrazek 1) patii mezi
tzv. skladiStni mykotoxiny, tzn., ze se vytvaii pievazné az ve sklizeném obili béhem skladovani.
Pfitomen vSak muze byt i ve fazolich, ovoci, v ovocnych a zeleninovych stavéach, bylinach,
koteni a ve zkaZzenych mlécnych vyrobcich. Navic se citrinin vyskytuje, jakozto nezadouci latka,
v Cervené ryzi, ktera se vyrabi fermentaci s pouZzitim plisné Monascus. Tato ryZe se dlouhd staleti

pouZiva v Asii v tradiéni mediciné ke konzervaci masa nebo barveni potravin.

CHy CHy
H4C

I,"‘

OH )

Obrazek 1. Strukturni vzorec CIT.



Studie toxicity CIT na zvitatech prokazaly, Ze po opakovanych davkéach byly hlavnim cilovym
organem ledviny, pfi¢emz byly pozorovany vyznamné rozdily v nachylnosti mezi jednotlivymi
testovanymi druhy zvifat [1]. Nefrotoxické ucinky CIT se projevuji také u lidi. Citrinin narusuje
propustnost membrany proximalniho tubulu a tim ovliviiuje transport vapennych ionti. Tyto
ucinky maji za nasledek vznik adenomdu, histopatologickych zmén, nekrézu rendlniho tubulu
a pfi vysokych davkach mohou zpusobit i smrt. Doposud provedené invitro a in vivo studie,
prokazaly genotoxické (poSkozuji geneticky material), mutagenni (zpasobuji zménu v genetické
informaci) a teratogenni (poSkozuji plod) ucinky citrininu [2]. Na zaklad¢ dostupnych dat
doposud neni dle IARC citrinin klasifikovan jako karcinogen a je zatazen do tieti skupiny [1].
Houby produkujici CIT jsou zaroveil vyznamnymi producenty také ochratoxinu A a aflatoxind,
a proto se tyto mykotoxiny vyskytuji v kontaminovaném obili a ryzi Casto spole¢né. V jable¢nych
Stéavach a dzemech je pak Casty spole¢ny vyskyt citrininu s patulinem. Toxické uinky spolecné
vyskytujicich se mykotoxinti se pak mohou nejen scitat ale i ndsobit.

Mnozstvi mykotoxinu je k datu legislativné upravovano pouze v dopliicich stravy na bazi ryze
fermentované ¢ervenymi kvasinkami Monascus purpureus (Obrazek 2). Ac¢koliv nejsou doposud
stanoveny maximalni limity pro CIT v krmivech a krmnych surovinach, Evropska Unie Zada

EFSA o sbér dat o vyskytu CIT v dalSich potravinach a krmivech.
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Obréazek 2. Kvasinka Monascus purpureus [3].

Z tohoto divodu byla vyvinuta metoda pro stanoveni CIT v krmnych surovinach pro zvirata.
Citrinin je z matrice extrahovan spolu s dalSimi analyty pomoci QUEChERS extrakce s naslednou

analyzou na vysoko-u¢inném kapalinovém chromatografu s hmotnostné spektrometrickou



detekci (LC-MS). Vyvinuta metoda byla nasledné pouzita pro monitoring tohoto nebezpeéného

nefrotoxinu v krmivech a v surovinach pro jejich vyrobu.

3 Prakticka ¢ast

3.1 Chemikalie

Methanol (Cistota LC-MS), kyselina mravenci (Cistota LC-MS) a mravenc¢an amonny (pro MS)
byly pofizeny od firmy Fluka. Ultra¢ista voda byla pfipravena Milli-Q systémem (Millipore
Corporation, USA). Acetonitril (¢istota HPLC) a standard CIT byly zakoupeny od firmy Sigma
Aldrich (Némecko). Zasobni roztok byl pfipraven rozpuSténim citrininu v acetonitrilu. Takto

ptipraveny zasobni roztok byl uchovavan pii —20 °C.
3.2  Pristroje a pomucky

Ultrau¢inny kapalinovy chromatograf s hmotnostnim spektrometrem, ACQUITY UPLC-TQ MS
Xevo (Waters, USA), vybaveny UPLC kolonou, ACQUITY UPLC BEH C18, 50 mm x 2,1 mm x
1,7 pm (Waters, USA) a ptredkolonou, ACQUITY BEH C18 VanGuard, 5 mm x 2,1 mm x 1,7 um
(Waters, USA). Analytick¢é vahy, ultrazvukova lazen, horizontalni tfepacka s rychlosti
do 300 kmiti/min, centrifuga s rozsahem ota¢ek nad 3000 ot/min, centrifugaéni zkumavky
polypropylenové (PP) se Sroubovacim vickem o objemech 15 ml a50ml, centrifugacni
zkumavka Eppendorf o objemu 1,5 ml, stfikackové filtry nylonové o velikosti pért 0,2 pm

(Labicom, Ceska republika), sklenéné vialky o objemu 2 ml.
3.3  Postup pripravy vzorku

Homogenni vzorek byl navaZzen do centrifugacni zkumavky o objemu 50 ml. Ke vzorku bylo
nasledné piidano 10 ml 0,1% HCOOH. Poté bylo do zkumavky pfidano 10 ml acetonitrilu.
Citrinin byl ze vzorku extrahovan 20min tfepanim na horizontalni ttepacce pti 150 kmitech/min.
Poté byla pfidana pevna smés soli (MgSOs a NaCl) a smési bylo intenzivné trepano, aby doslo
k rozruSeni vzniklych hrudek. Vzorek byl poté 5 min odstfedén pii 5000 ot/min. Vrchni
acetonitrilova vrstva byla pievedena do 15ml polypropylenové zkumavky. Zkumavka byla poté
uchovavana 2 h pii —20 °C tak, aby doSlo k vytésnéni lipidovych koextraktd vzorku. Takto

vymrazeny extrakt byl opét odstfedén 5 min pii 3900 ot/min. Pfesné 0,5 ml acetonitrilové vrstvy



bylo pievedeno do zkumavky Eppendorf, ktera byla poté doplnéna vodou na celkovy objem 1 ml.

Po promichani byl roztok zfiltrovan pies membranovy filtr a pteveden do vialky.
3.4  UPLC-MS/MS stanoveni

Extrakty pifevedené do 2ml vialky byly analyzovany metodou UPLC-MS/MS ve vhodné sekvenci

vzorku a standardt. Kompletni nastaveni pfistroje a podminky méfeni jsou uvedeny v tabulkach

v v

kalibra¢niho bodu a zaroven stabilita reten¢niho chovani v daném chromatografickém systému.

Selektivita analyzy byla zajisténa vyuzitim MRM moédu pii MS detekci.

Tabulka 1. Chromatografické podminky UPLC stanoveni.

UPLC - Acquity Waters

Kolona ACQUITY UPLC BEH C18 (50 mm x 2,1 mm x 1,7 um)

Predkolona ACQUITY UPLC BEH C18 (5 mm x 2,1 mm x 1,7 pum)

Nastiik 2,5ul

Slaby promyvaci roztok Deionizovana voda/methanol (90/10)

Silny promyvaci roztok Methanol

Mobilni faze A 0,1% kyselina mravenc¢i v deionizované vodé

Mobilni faze B 0,1% kyselina mravenc¢i a ImM mraven¢an amonny v methanolu

Prutok mobilni faze 0,4 ml/min

Gradient mobilni faze 0 min(G5 %B)-02min (5% B) —12 min (45 % B) — 4,5 min
(99,5 % B) — 8 min (99,5 % B) — 8,1 min (5 % B) — 10 (5 % B)

Tabulka 2. Podminky stanoveni pro Xevo TQ MS Waters.

RT Prekursor | CV (eV) | Produktovy ion | CE (eV) | Produktovy ion | CE (eV)

CIT 1,74 251 25 233 20 205 25

Teplota iontového zdroje — 150 °C, teplota suSiciho plynu — 450 °C, prutok susiciho plynu — 700 I/h,

prutok ,,cone gas“ — 45 I/h, prutok kolizniho plynu — 0,18 ml/min, napéti na kapilafe — 3 kV, ionizace

elektrosprejem v pozitivnim modu




4 Vysledky a diskuse

4.1  Validace stanoveni citrininu

Metoda pro stanoveni citrininu, zaloZzena na QUEChERS extrakci s naslednou LC-MS analyzou,
byla validovana ve vzorcich rostlinného pivodu (pSenice a kompletni krmna smés). Blankové
matrice byly obohaceny na ¢tyfech koncentra¢nich hladinach (5 pg/kg, 10 pg/kg, 20 pg/kg a 100
pg/kg). Obohaceni bylo provedeno v Sesti opakovanich pro kazdou matrici zvlast. V ramci
validace byla hodnocena citlivost, spravnost, presnost, selektivita a rozsifena nejistota. V obou
testovanych materialech byla splnéna vSechna valida¢ni kritéria, a to podle SANTE 11945/2015
reportovaci limit (RL). Vyslednd valida¢ni data jsou uvedena v tabulkéach 3 a 4.

Selektivita je schopnost metody selektivné zméfit validovanou vlastnost, tzn., ze vliv
potencialnich interferentt je nevyznamny. V ptipadé¢ LC-MS analyz jsou pozorovany matricové
efekty (ME) v jejichz dusledku je ovlivnén signal analytu pfitomnosti matrice (Tabulka 4).
V ramci validace byly ME sledovany v extraktech obou testovanych matric. Matri¢ni efekt byl
pocitan podle vztahu: ME = smérnice kalibracni kiivky v matrici/smérnice kalibra¢ni kiivky
v rozpoustédle x 100. Vzhledem k piitomnosti ME v obou testovanych materidlech byla
kvantifikace obsahu citrininu provedena s vyuZitim matricové kalibrace.

Stanoveni nejistoty vychazeji z vicenasobného méfeni matrice obohacené standardem CIT
nartuznych hladinach. RozSifena nejistota odpovidd smeérodatné odchylce stanovenych dat
vynasobené faktorem pokryti 2 (Tabulka 3).

Spravnost metody (70 — 120) % pro stanoveni citrininu souc¢asné s pozadavkem na maximalni
rozSitenou nejistotu (< 50) podle SANTE 11945/2015 [4] byl splnén v obou testovanych
materialech az na hladiné 20 pg/kg. Tato hladina mtze byt tedy i LOQ, tj. RL metody.



Tabulka 3. Spravnost a pi‘esnost metody pro stanoveni CIT v pSenici a kompletnim krmivu.

Matrice Hladina (ug/kg) | Spravnost (%) | Piesnost (%) | RozSifena nejistota (%)
5* 31* 36 72*
) 10* 29* 16 32
PSenice
20 100 2 4
100 91 1 2
5* 30* 45 90*
) 10* 36* 9 18
Krmivo
20 98 5 5
100 102 3 3

*... hodnoty nevyhovuji legislativnim pozadavkim

Tabulka 4. Limity detekce, reportovaci limity, linearita a matri¢ni efekty pro citrinin.

LOD (pg/kg) RL (ug/kg) R? ME (%)
Solvent 3 - 0,9996 -
PSenice 5 20 0,9994 85
Krmivo 5 20 0,9993 87

Pro identifikaci CIT ve vzorcich byla pouZzita kritéria podle SANTE 11945/2015 [4], tj. reten¢ni
cas (RT) a pomér sledovanych kvantifikacnich a konfirmacnich iont. Povolena odchylka RT
pro LC je = 2,5 %. Povoleny rozsah poméri sledovanych iontii je zavisly na relativni intenzité
sledovanych iontt. Pfitomnost sledované latky ve vzorku je potvrzena, pokud pomér intenzity
sledovanych iontl stanoveny ve vzorku odpovidd poméru stanoveného ve standardu.

Spravnost metody byla navic ovéfena pomoci certifikovaného referenéniho materialu FAPAS

17160: Ochratoxin A and citrinin in maize flour (kukutice). Vysledky jsou uvedeny v tabulce 5.



Tabulka 5. Ovéfeni spravnosti metody pro stanoveni citrininu pomoci CRM.

Analvt Nazey PiedloZena Zméiena hodnota 7-SCOre
y hodnota (pg/kg) (ng/kg)
Citrinin FAPAS 17160 87,9 +£6,49 92,5 0,71

Vysledky méfeni CRM potvrdily schopnost, spravné stanovit citrinin ve vzorcich rostlinného

puvodu.

4.2  Analyza realnych vzorku

Vyvinutd metoda byla aplikovana pro sledovani citrininu v redlnych vzorcich krmiv. V rdmci

monitoringu citrininu bylo béhem let 2016 az 2018 na UKZUZ testovano vyvinutou metodou

celkem 107 vzork krmiv a surovin pro jejich vyrobu. Citrinin byl obsaZzen v mnoZstvi nad RL

(. nad 20 pg/kg) v 10 vzorcich, coz Cini pfiblizné 10 % z celkového mnoZstvi testovanych

vzorkl (Tabulka 6).

Tabulka 6. Pfehled analyzovanych vzorku a jejich kontaminace CIT v mnoZstvi nad RL

a v mnozstvi nad LOD, ale pod RL.

Pocet testovanych

Pocéet kontamin.

Pocet kontamin. vzorka

Analyt vzorku vzorki nad RL nad LOD ale pod RL
PSenice 27 1 1
JeCmen 15 2 1
Kukufice 9 0 0
KKS 14 3 2
DKS 12 2 1
Senaz 3 0 1
Seno 7 0 0
Oves 5 0 0
Mlato 2 0 0
Ostatni 9 1 0
Zito 2 0 1
Slune¢nicové semeno 2 1 0
Celkem 107 10 7




V dalSich deviti vzorcich byl CIT detekovan avsak nekvantifikovan, protoZe se mnoZstvi citrininu
nachazelo nad LOD, ale pod RL. Jednalo se o vzorky pSenice, je¢menu, kompletnich krmiv
pro nosnice a papousky, dopliikového krmiva pro dojnice, senaze a zita (Tabulka 6).

Citrinin se v pozitivnich vzorcich nejcastéji nachazel v mnozstvi lehce nad RL, tj. 20 pg/kg. VEtsi
mnozstvi CIT pak bylo detekovano ve vzorcich je¢mene (38 pg/kg), krmné smési pro papousky
(57 pg/kg) a v tepce (38 pg/kg). Nejvice tohoto mykotoxinu bylo obsazeno ve vzorku krmné
smési pro papousky (122 pg/kg) a ve slunecnicovém semenu (101 pg/kg). Piehled kontaminace

je uveden na obrazku 3.
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Obrézek 3. MnoZstvi citrininu v pozitivnich vzorcich.

Doposud nejsou stanoveny maximalni limity pro citrinin v krmivech a surovindch pro jejich
vyrobu, a proto nelze zjisténé obsahy tohoto mykotoxinu v testovanych vzorcich z tohoto
pohledu hodnotit. Nicmén¢, z vysledku monitoringu vyplyva, Ze se tento nebezpeéni nefrotoxin
v daném materidlu vyskytuje a je Zadouci vyvinutou metodu vyuZivat ke sledovani obsahu CIT

v testovanych vzorcich a nalezy hlasit afadu EFSA tak, jak poZzaduje Evropska komise.



Analyzované vzorky byly podrobeny také monitoringu dalSich mykotoxint, avSak v Zadném
pfipadé nebyl pozorovan spolecny vyskyt aflatoxind a citrininu. Avsak, ve ¢tyfech obilovinach
byl citrinin detekovan spolecné¢ s ochratoxinem A. Spole¢ny vyskyt mykotoxini je vzdy
nezadouci, protoze miize dojit nejen ke scitani toxickych uinka jednotlivych mykotoxind, ale i

k jejich nasobeni (synergismu).

5  Zavér

V préci bylo validovano stanoveni citrininu ve vzorcich rostlinného ptvodu. Validované
parametry spliiovaly pozadavky uvedené v SANTE 11945/2015 [4]. Spravnost metody byla
ovéfena pomoci certifikovaného referenéniho materialu. Vyvinutda metoda je vhodna
pro stanoveni citrininu v krmivech a surovinach pro jejich vyrobu. Metoda je navic snhadna,
rychld, finan¢né Gisporna a lze ji rozsifit o nové analyty.

Monitoring CIT probihajici v létech 2016 az 2018 potvrdil pfitomnost tohoto analytu v nékolika
vzorcich, a proto je vhodné tento nebezpeéni nefrotoxin nadale sledovat a pozitivni nalezy hlasit

uradu EFSA tak, jak poZaduje Evropska komise.
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Kvalita organické hmoty pidy — stanoveni celkového
organického uhliku

Viclav Rypl, David Cifmdr

1  Uvod

Norma pro stanoveni Cox po oxidaci chromsirovou smési bude zruSena. Dtvody jsou
bezpecnostni a environmentalni. V mnoha laboratofich se proto pfechazi na stanoveni celkového
organického uhliku (TOC) pomoci elementarnich analyzatort. Cilem prace je ovéfit
a optimalizovat metodu spolu s nalezenim matematického vztahu mezi starym parametrem Cox
a novym parametrem TOC. Novy parametr TOC by m¢l byt dale pouzit k vytvoreni kalibrace
pro NIRS. Zaroven budou zméfeny hodnoty celkového dusiku (TN), které budou vyuzity
ke zptesnéni stavajici nebo vytvoreni nové kalibrace pro NIRS.

Hodnota parametru TOC se vypoéte po zméfeni celkového uhliku (TC) a anorganického uhliku
(IC) odectenim hodnoty IC od hodnoty TC.

2  Material a metody

2.1 Chemikalie

2.1.1 EDTA, 99,4 -100,6 %, Merck

2.1.2 Sulfadiazin, min. 99,0 %, Sigma

2.1.3 CaCOs, srazeny p.a., Reag. Ph Eur, Merck

2.1.4 NaxCOs, bezvody p.a., 99,0 %, Lach - Ner

2.1.5 H3POu, Kyselina orthofosfore¢na, p.a. 85 %, p = 1,7 kg.dm™, Lach - Ner

2.1.6 Deionizovana voda.

2.1.7 H3POg4 - piiblizn¢ 20%.

Pfiprava: Do 1000ml odmérné banky s asi 500 ml deionizované vody (2.1.6) se pfida 250 ml
H3PO4 (2.1.5). Po vytemperovani se doplni po znac¢ku deionizovanou vodou a promicha.

2.1.8 Set chemikalii pro pfistroj Primacs SNC100 firmy Skalar.
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2.2.1 CN analyzator Primacs SNC-100 firmy Skalar.
2.2.2 Laboratorni vahy Sartorius CP64.
Jako prvni byly analyzovany vzorky pud z archivu pracoviité UKZUZ,

2.2.3 Michacka zkumavek, Lab dancer S40.
2.2.4 Sada kelimkt pro stanoveni TC a TN.

2.2.5 Sada kelimk pro stanoveni IC.

2.3 Vzorky pud

Obrédzek 1 a

Viz.

DN ek

OTCE SedoiCH mirr{BramboréGtEJ in ‘moda’\nia
OOl e e e o

OO it O o

RovERzisty 3 teply’,’ﬁepafské HNEDOEEn o [

RN Moravsko‘MCH mirr{Bramboré (AVBZENA  [mocdi a

359 toméi

16

75 Benesou

1 8{komef

B fBruntd

3

106 4785wy

0

il

AT 4 ol COTEO s T mirn’Brambora’ANTROPUAN-ko lotanin

B 1 PROST@OO\omoucBteply’,’ﬁepV i

030 30 Ol it P

]

18

]

]

‘J
=
==
s
'
=
P
=
=
=
=
e
==
=
=
—
=
=
=
>
'
'
=
=]
—
=
s
-
=i
=3

TR EEELDE

R EEER
EEEEEE

EEEEEENR

0

50

THERREREE Y EEEEE

TIEEE.

K

Bl

i

Tabulka 1. Pomoci téchto vzorki byla metoda optimalizovana.

Obrézek 1. Vzorky z archivu.
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Tabulka 1. Kli¢ — prvni sloupec obrazku 1: VVzorky z archivu.

oznaceni vzorku

7024B-2001-9-24-0-0

5004B-2001-9-25-0-0

7014B-2001-6-13-0-0

8025B-2001-10-19-0-0

7011B-2001-9-10-0-0

2005B-2001-5-5-0-0

5003B-2001-5-10-0-0

5901K0-2001-9-5-0-0

8017B-2001-10-4-0-0

2007B-2001-4-4-0-0

2032B-2001-4-5-0-0

5014B-2001-6-27-0-0

7021B-2001-9-27-0-0

5017B0O-2001-4-25-0-0

8023B-2001-10-8-0-0

8901K0O-2001-10-15-0-0

2023B-2001-4-27-0-0

4012B-2001-8-21-0-0

2021B-2001-5-30-0-0

7019B-2001-6-11-0-0

Nasledné byly analyzovany vzorky zapsané v knize LIMS AZP Opava z let 2017, 2018 a 2019
viz tabulka 2 Vysledky.

2.4  Metody

2.4.1 TC — celkovy uhlik

Uhlik pfitomny v pudé se oxiduje na oxid uhli¢ity termickym rozkladem v proudu kysliku
pfi teplot¢ 1100 °C. Mnozstvi uvolnéného oxidu uhli¢itého se stanovi pomoci detektoru
pracujicim v infraervené oblasti spektra. Béhem ohfevu vzorku pidy na teplotu rovnou nebo
vys$$i nez 900 °C se kvantitativné rozlozi organicky uhlik i pfitomné uhliCitany.

2.4.2 IC — anorganicky uhlik

Anorganicky (uhli¢itanovy) uhlik se uvolni jako oxid uhli¢ity po okyseleni vzorku neoxidujici
mineralni kyselinou a pfivedeni smési k varu. Uvolnény oxid uhlicity se vytésni proudem kysliku

a stanovi se pomoci detektoru pracujicim v infracervené oblasti spektra.
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2.4.3 TOC - celkovy organicky uhlik

Celkovy organicky uhlik se vypocte jako TOC = TC - IC

2.4.4. TN - celkovy dusik

Vzorky se spaluji pii teploté 1100 °C v proudu kysliku. Ze vniklé smési plynu se odebere alikvot,
ze kterého je po redukci oxidii dusiku separovan N, jenz se pomoci helia pfivede na teplotné

vodivostni detektor (TCD).

3  Diskuse a vysledky

3.1 Stanoveni TCa TN
Stanoveni TC a TN probih4 v pfistroji Primacs sou¢asné.

Ptistroj se kalibruje pomoci EDTA (2.1.1). Navazky se zvoli tak, aby co nejlépe odpovidaly
predpokladanym obsahim celkového uhliku ve vzorku. Nejvy$§i mozny obsah uhliku v jedné
navazce je 200 mg C. Pocet navazek kalibra¢niho standardu je nejméné Ctyfi, standardni je pét,
ale mozny je i vyss§i pocet. Velikost navazky se voli také s ohledem na nizké obsahy dusiku
v pidach. EDTA je vyhodny kalibracni standard pro vzorky piid, protoze obsahuje podobny
pomér C:N, takze i relativné nizké koncentrace celkového dusiku v ptidach nepadaji pod spodni

bod kalibra¢ni kiivky.

Jako teplota pro spaleni a termicky rozklad byla nastavena hodnota 1100 °C, ostatni parametry
byly ponechany podle doporuéeni vyrobce. Teplota 1100 °C piedstavuje kompromis mezi
ucinnosti rozkladu vzhledem k mife a rychlosti opotfebeni aktivnich soucasti pfistroje

a servisnim nakladum.

Pro vlastni analyzu se do specialnich keramickych kelimkt (2.2.4) navazuje zpravidla (0,6 — 1) g
vzorku. Podle potieby je mozné navazku snizit v ptipadé vysokych obsahti C. ZvySovani navazky
je také mozné, dosdhne se lepSich detek¢nich limiti, ale znamena to vyssi spotiebu chemikalii
Vv piistroji (2.1.8), a tim i vy$S8i naklady. V piipad¢ takto vysokych navazek nebyva problém
s homogenitou a prosev < 2 mm u vzorktt AZZP je mozné pouzit pfimo, bez dal$i upravy na treci

misce nebo achatovém mlynu. Jako kontrolni vzorek se pouzije sulfadiazin (2.1.2).
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3.2 Stanoveni IC
Piistroj se kalibruje pomoci CaCOs (2.1.3). Navéazky se zvoli tak, aby co nejlépe odpovidaly

pfedpokladanym obsahtim uhli¢itanového uhliku ve vzorku. Jako nejvhodnéjsi se jevi pouziti
Sesti navazek kalibra¢niho standardu. Jako kontrolni vzorek se pouzije NaoCOs (2.1.4).

Jako neoxidujici mineralni kyselina byl zvolen 20% roztok H3POs (2.1.7). Ke vzorku nebo
standardu pfistroj automaticky davkuje 4 ml 20% roztoku H3POj4 (2.1.7), tuto smés dale zahieje
k varu a proudem kysliku vznikly CO> pfivede na IR detektor.

Pro vlastni analyzu se doporucuje do specialnich sklenénych kelimki (2.2.5) navazovat (200 —
300) mg vzorku, nicméné byly testovany i navazky az 800 mg. Navazeny vzorek je poté zvlhéen
asi 2 ml vody (2.1.6) a obsah kelimku se opatrné promichd pomoci michacky zkumavek (2.2.3).

Kelimek se pak vlozi do zasobniku pfistroje.

3.3 Urceni TOC

Celkovy organicky uhlik (TOC) se ur¢i podle vztahu:
TOC=TC-IC

Kde

TOC je celkovy organicky uhlik (Total Organic Carbon)
TC  celkovy uhlik (Total Carbon)

IC anorganicky uhlik (Inorganic Carbon)

3.4 Vysledky

Prvni datovy sloupec tabulky 2 obsahuje hodnoty Cox stanovené titra¢ni dichromanovou
metodou, TOC jsou vypoctené¢ hodnoty z méteni ve sloupcich 7 a 8. TOCn jsou korigované
hodnoty TOC, kde TOC = TC, je-li pH(CaCl,) < 6,8. Sloupec 5 obsahuje hodnoty Cox namétené
pomoci metody NIRS a sloupec 6 obsahuje pomér TOC ku TC vyjadieny v procentech.

V poslednim sloupci jsou hodnoty naméfené¢ho celkového dusiku.
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Tabulka 2. Vysledky.

Cox_| TOC | TOCn | pH Cox_ | TOC/| TC IC TN

titr (CaClp) | nir TC
Oznaéeni % % % % rel% % % %
vzorku
7024B-2001-9- 2,72 2,86 |2,86 7,08 2,29 994 |288 |0,02 |0,28
24-0-0
5004B-2001-9- 149 160 |1,60 7,18 984 |162 |0,03 |0,16
25-0-0
7014B-2001-6- 0,79 [ 0,91 |091 7,28 1,58 93,1 |0,98 |0,07 |0,09
13-0-0
8025B-2001-10- | 3,43 |[3,91 | 3,93 6,50 2,85 996 |3,93 |0,02 |0,38
19-0-0
7011B-2001-9- 142 1,70 | 1,70 7,05 1,49 98,7 1,72 (0,02 |0,17
10-0-0
2005B-2001-5-5- | 1,73 |[1,71 |1,71 7,33 1,59 98,3 |1,74 |0,03 |0,16
0-0
5003B-2001-5- 1,68 |2,00 |2,00 7,55 786 |255 |055 |0,17
10-0-0
5901K0-2001-9- | 1,44 |1,70 | 1,70 7,60 925 |184 |0,14 |0,15
5-0-0
8017B-2001-10- | 168 |1,84 |1,84 4,68 1,60 999 |1,84 |0,00 |0,20
4-0-0
2007B-2001-4-4- | 3,27 | 3,54 | 3,57 6,63 2,37 99,0 |357 |004 |0,34
0-0
2032B-2001-4-5- | 1,17 |1,28 | 1,28 7,03 1,26 989 [1,30 |0,01 |0,14
0-0
5014B-2001-6- 1,06 (121 [1,21 7,40 976 |1,24 |0,03 |0,13
27-0-0
7021B-2001-9- 0,84 | 1,00 | 1,00 7,60 1,02 72,1 (1,39 (039 |0,11
27-0-0
5017B0O-2001-4- | 3,52 |3,69 | 3,73 6,25 98,9 |3,73 0,04 |0,33
25-0-0
8023B-2001-10- | 3,71 |[3,90 |3,92 6,33 2,40 994 [392 |002 |0,34
8-0-0
8901K0-2001- 1,09 (1,18 |1,18 7,08 1,46 98,4 |1,20 0,02 |0,12
10-15-0-0
2023B-2001-4- 0,97 1,04 | 1,04 4,83 1,17 99,8 |1,04 |0,00 |0,10
27-0-0
4012B-2001-8- 131 | 147 |1,48 4,80 99,8 |1,48 |0,00 |0,13
21-0-0
2021B-2001-5- 0,55 | 0,65 | 0,66 5,53 0,82 99,1 |0,66 |0,01 |0,07
30-0-0
7019B-2001-6- 1,05 1,15 |1,15 7,65 1,00 28,6 |4,02 |287 |0,13

11-0-0
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21830/17 153 | 1,62 |1,63 5,03 1,18 994 (163 |0,01 |0,19
22274117 1,79 1188 |1,89 5,84 1,29 994 |189 |0,01 |0,19
22295/17 1,70 | 1,78 | 1,79 4,96 1,22 99,2 (1,79 |0,02 |0,18
22465/17 1,34 1141 |1/43 6,03 0,85 984 |143 |0,02 |0,16
494/18 1,72 11,83 | 184 5,22 1,23 99,3 184 |0,01 |0,19
514/18 0,93 | 0,96 |0,98 4,82 0,84 98,7 098 |0,01 |0,12
635/18 1,30 | 1,47 |1/48 4,41 1,43 995 |148 |0,01 |0,16
1417/18 093 (1,09 |1,10 5,31 1,03 988 |[110 |001 |0,14
1478/18 0,88 |1,01 |1,02 6,41 0,85 986 |1,02 |0,01 |0,13
1504/18 1,09 | 1,30 |1,32 6,55 1,15 985 |[132 |0,02 |0,16
1979/18 1,36 | 1,46 | 1,46 7,02 1,11 980 |1,49 |0,03 |0,16
2021/18 166 | 1,95 | 1,97 5,52 0,76 994 (197 |001 |0,18
2023/18 097 116 |1,16 5,25 0,97 99,3 (116 |0,01 |0,13
2036/18 1,87 1194 | 194 5,09 0,835F | 99,7 194 |001 |021
2058/18 101 | 1,18 | 1,19 5,14 0,90 988 (119 |0,01 |0,13
12042/18 133 [ 140 |1/41 5,83 0,97 99,0 |1,41 (0,01 |0,17
12063/18 131 | 128 |1,28 7,36 1,01 949 |135 |0,07 |0,16
12368/18 126 | 1,37 |1,39 6,42 1,11 988 |139 |0,02 |0,16
12505/18 1,41 11,49 |150 5,15 1,24 994 |150 (0,01 |0,17
12556/18 1,17 | 131 | 1,32 4,63 1,00 99,2 (132 |0,01 |0,15
12653/18 1,18 | 1,24 | 1,25 5,92 1,12 98,7 |125 |0,02 |0,15
14425/18 116 | 1,28 | 1,29 5,38 0,86 99,1 129 |0,01 |0,15
14530/18 1,80 [ 196 |1,97 5,29 1,32 994 |197 |0,01 |0,22
14599/18 117 | 1,20 | 1,22 6,36 1,11 985 |[122 |0,02 |0,15
14854/18 1,74 11,79 | 181 5,84 1,34 988 |[181 |0,02 |0,22
15004/18 1,76 1,80 |1,80 6,96 1,14 95,1 |189 |0,09 |0,23
15159/18 1,40 | 1,40 |142 6,45 1,36 989 |142 |0,02 |0,16
15470/18 1,72 1188 |1,90 5,99 0,97 993 |19 |0,01 |0,21
15739/18 0,64 [0,70 |0,72 6,74 1,20 9,7 (0,72 |0,02 |0,08
16379/18 2,44 | 2,558 |2,59 5,65 0,99 995 |259 |0,01 |0,26
16600/18 3,30 | 3,61 | 3,63 5,49 1,06 995 |363 |0,02 |0,35
17428/18 123 |132 |1,32 7,03 1,40 924 |143 |011 |0,16
17641/18 1,32 | 1,46 | 1,46 6,84 1,33 914 |159 (0,14 |0,17
17686/18 1,40 | 148 | 1,49 4,95 1,17 995 1,49 |001 |0,16
17877/18 1,19 11,29 | 1,29 4,55 1,00 996 |129 |0,01 |0,16
17960/18 1,76 |19 | 1,97 6,01 1,31 994 (197 |001 |0,22
18088/18 1,85 |19 | 1,98 6,21 1,30 986 |198 |0,03 |0,22
18481/18 1,60 | 1,75 | 1,76 5,86 0,90 994 |1,76 |0,01 |0,20
18669/18 121 |133 | 134 5,78 0,81 989 (134 |002 |0,16
18891/18 1,44 1156 |1,57 5,89 1,11 993 |157 |0,01 |0,17
18897/18 124 1127 |1,28 6,76 0,97 988 128 |0,02 |0,15
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19071/18 133 | 146 | 1,46 6,90 1,08 980 |1,48 |0,03 |0,18
19740/18 2,33 | 2,62 | 2,62 7,54 1,38 88,7 |29 |0,33 |0.27
19955/18 198 | 212 |213 5,85 0,88 99,3 213 |0,02 |0,21
19998/18 2,31 | 254 | 255 5,22 1,34 996 |255 |0,01 |0,26
20096/18 154 148 | 1,49 5,18 1,15 995 1,49 |001 |0,16
21116/18 1,70 | 1,72 | 1,73 5,42 1,25 994 |1,73 |0,01 |0,19
461/17 289 |321 |321 7,20 70,3 |457 |136 |0,35
470/17 3,32 | 3,77 |3,80 4,95 99,3 3,80 |0,03 |0,38
477117 3,06 |3,45 |347 5,06 99,3 | 3,47 |0,02 |0,33
479/17 3,58 4,05 |4,08 5,65 994 |4,08 |003 |041
491/17 434 490 |4,93 5,90 995 493 |0,02 |048
524/17 3,21 | 3,57 |3,57 7,41 94,7 |3,76 | 0,20 | 0,36
552/17 3,10 3,40 |3,40 7,24 97,4 |3,49 |0,09 |0,35
708/17 3,31 | 3,75 | 3,75 7,33 965 |389 |0,14 |0,36
816/17 439 14,89 |4,89 7,33 791 (619 |129 |0,449
829/17 3,31 | 3,68 |3,72 6,15 99,0 |3,72 |0,04 |0,36
831/17 341 3,82 |3,86 5,98 99,1 |3,86 |0,04 |0,37
857/17 3,20 | 3,62 |3,64 5,65 994 |364 (0,02 |0,34
863/17 3,47 392 |39 5,47 994 |394 |0,02 |0,440
870/17 3,36 | 3,68 |3,68 6,93 97,7 3,76 |0,09 |0,36
875/17 3,67 411 4,11 6,98 983 |4,18 |0,07 |0,38
13471/17 2,58 | 2,47 | 2,47 7,38 696 |355 |1,08 |0,26
13484/17 295 |3,19 |3,19 7,46 754 424 |1,04 |0,32
13500/17 194 212 | 212 7,48 538 394 (182 |0,22
13583/17 2,20 | 2,44 | 244 7,45 70,8 345 |1,01 |0,25
13587/17 1,77 12,10 |20 7,44 614 |342 |132 |0,21
13607/17 297 331 |331 7,33 715 (462 |131 |0,32
13617/17 3,00 | 3,09 |3,09 7,09 954 |324 |015 |0,31
13661/17 254 | 2,72 | 2,72 7,47 59,7 1456 (1,84 |0,27
13666/17 2,19 | 2,46 | 2,46 7,44 595 4,13 |[167 |0,24
13681/17 2,32 | 2,53 | 2,53 7,46 675 |3,74 |122 |0,25
13729/17 3,50 |3,87 |3,87 7,24 895 (433 (045 |0,39
13732/17 2,15 | 2,52 | 252 7,42 739 |341 |0,89 |0,25
16838/17 1,48 | 1,62 |1,62 7,43 555 1292 (130 |0,19
783/17 2,67 |297 | 297 6,89 98,8 |3,01 |0,04 |0,29
7221/17 159 |183 |1,85 5,80 989 (185 |0,02 |0,19
7250/17 1,40 | 150 | 1,52 6,31 986 |152 |0,02 |0,16
7536/17 1,79 1198 |1,98 6,85 983 |201 |0,03 |0,22
7545/17 190 |2,08 |2,08 7,38 933 |[223 |015 |0,24
8178/17 2,13 | 2,25 | 2,28 5,70 989 |228 |0,03 |0,23
8227/17 1,72 | 1,76 | 1,79 5,23 983 |1,79 |0,03 |0,18
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10472/17 150 | 1,69 |1,69 7,39 886 |191 (022 |0,20
10864/17 1,48 | 164 | 1,64 6,96 97,7 |167 |0,04 |0,18
10882/17 1,42 | 159 |1,63 6,65 976 |163 |0,04 |0,17
10895/17 163 | 186 |1,86 6,80 980 |189 |0,04 |0,19
10898/17 1,20 | 1,36 | 1,36 7,22 90,2 |151 |0,15 |0,16
10901/17 1,72 1191 |1,95 6,70 980 |[195 |0,04 |0,21
10902/17 1,68 | 186 |1,86 7,32 920 |203 |016 |0,21
10907/17 1,78 2,01 |2,01 6,88 97,5 |2,06 |005 |0,20
10908/17 1,30 | 1,47 |1,47 7,21 956 |154 |0,07 |0,16
12580/17 1,06 | 1,07 |1,09 5,76 984 (1,09 |0,02 |0,13
13192/17 2,66 |2,92 |294 5,46 992 294 |0,03 |0,28
13207/17 8,00 |8,78 |8,80 5,35 99,8 8,80 |0,02 |0,67
13245/17 155 | 162 |1,65 6,62 980 |165 |0,03 |0,18
13299/17 2,78 | 3,06 |3,07 4,65 995 |3,07 |0,02 |0,31
13304/17 114 123 | 1,25 4,85 983 |[125 |0,02 |0,15
13319/17 1,82 12,00 |2,01 4,87 99,2 |201 |0,02 |0,22
13322/17 1,44 1153 | 155 6,05 98,7 |155 |0,02 |0,17
13351/17 2,48 | 2,60 | 2,65 6,53 983 |265 |0,05 |0,26
13379/17 1,40 | 1,46 | 1,46 7,30 836 |1,75 |0,29 |0,16
13488/17 2,13 2,29 | 2,29 7,21 96,9 |2,36 |0,07 |0,24
13492/17 2,28 | 2,49 |249 6,93 986 |252 |0,04 |0,26
13496/17 2,75 | 2,97 | 2,97 7,39 92,1 (322 |0,26 |0,31
13522/17 1,94 12,03 | 2,06 6,20 986 |206 |0,03 |0,22
13527/17 190 | 2,04 |2,06 5,56 989 |206 |0,02 |0,23
13531/17 199 |210 |210 7,28 783 |2,68 |058 |0,24
13535/17 1,87 12,00 | 2,00 7,06 97,9 |204 |0,04 |0,21
13569/17 123 |132 | 134 6,39 984 |134 (002 |0,14
13573/17 195 1213 | 213 7,40 84,2 253 |040 |0,22
13578/17 1,87 1,99 |1,99 6,93 98,1 |202 |004 |021
13595/17 2,33 | 2,53 | 2,53 7,44 676 |3,74 |121 |0,26
13606/17 2,12 2,29 | 2,29 1,22 965 |237 |0,08 |0,24
13635/17 121 | 137 |1,37 7,16 959 |143 |0,06 |0,16
13671/17 2,30 | 2,40 |2,40 7,38 88,0 |2,73 [0,33 |0,24
13676/17 1,74 11,92 |1,92 7,40 79,2 (243 |051 |0,21
13727/17 190 |2,12 |2]15 6,42 98,7 |215 |0,03 |0,23
13763/17 2,53 | 2,97 | 2,97 7,53 915 |325 |0,28 |0,28
13294/17 2,49 | 256 | 2,57 4,89 99,5 |257 |001 |0,25
14343/17 1,69 187 |1,89 6,22 989 |189 |0,02 |0,20
15720/17 1,17 | 1,19 | 1,20 4,66 99,2 120 |001 |0,14
16760/17 1,49 1160 |1,60 7,37 838 191 |0,31 |0,19
18413/17 201 216 |218 5,40 99,1 (218 |0,02 |0,21
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18640/17 118 | 121 | 124 5,61 982 |124 |0,02 |0,15
17378/18 2,00 | 2,16 |2,16 7,00 2,07 96,3 |224 (0,08 |0,24
17400/18 1,93 | 2,03 |2,03 7,42 2,66 876 |231 (029 |0,22
17405/18 1,60 | 1,78 | 1,78 7,40 1,89 89,8 1198 |0,20 |0,20
17419/18 1,47 162 |1,62 7,41 1,64 959 (169 |0,07 |0,18
17436/18 1,07 | 1,14 | 114 7,10 1,26 91,7 |125 |0,10 |0,15
17568/18 1,82 1191 |191 7,21 1,79 96,1 |199 |0,08 |0,22
17573/18 1,84 1,94 | 194 7,32 1,85 838 [232 (038 |0,22
17576/18 1,67 | 1,74 | 1,74 7,15 1,60 939 |185 (0,11 |0,19
17620/18 1,40 | 142 | 142 7,47 1,48 778 (183 |041 |0,17
19066/18 2,11 | 2,19 | 2,19 7,41 2,21 946 |231 (0,13 |0,27
19259/18 205 210 |210 7,52 1,96 66,2 |3,18 |1,07 |0,24
19261/18 3,22 351 |351 7,39 1,67 918 (382 |0,31 |0,37
19749/18 261 | 2,88 |2,88 7,06 2,98 97,1 |297 |0,09 |0,28
19762/18 2,17 | 2,47 | 2,49 6,35 2,82 99,0 [2,49 (002 |0,24
19767/18 2,31 | 2,37 |241 6,47 3,28 986 |241 |0,03 |0,24
19769/18 2,19 1235 | 235 7,27 3,57 945 (249 |014 |0,23
19771/18 1,77 1188 |192 6,13 2,55 97,7 1192 |0,04 |0,19
19788/18 1,73 11,98 | 2,00 5,94 2,60 989 |200 |0,02 |0,19
19266/18 1,84 1191 |1091 7,05 2,42 926 |206 |015 |0,22
19302/18 1,76 | 1,77 | 1,77 7,62 1,84 596 |29 |120 |0.21
19314/18 125 | 1,15 | 1,15 7,69 1,07 26,6 |430 |3,16 |0,15
19325/18 205 | 217 | 217 7,50 2,14 746 291 (0,74 |0,23
19737/18 2,34 | 253 | 254 5,44 2,50 996 |254 001 |0,24
19743/18 2,23 | 2,38 | 2,38 7,54 1,56 78,7 |3,02 |0,64 |0,26
19773/18 0,95 |1,08 |1,09 4,64 2,02 994 |109 |0,01 |0,12
19787/18 1,49 | 150 |1,551 5,09 1,85 99,2 |151 |0,01 |0,16
20090/18 2,04 |210 |28 6,51 1,70 96,2 |218 |0,08 |0,22
20098/18 154 | 158 |161 5,50 1,72 985 |161 |0,02 |0,18
20706/18 2,16 | 2,26 | 2,26 7,01 1,88 959 |236 |0,10 |0,23
20792/18 2,34 | 2,53 | 2,55 5,42 1,91 99,1 | 255 |0,02 |0,27
20798/18 1,81 | 191 |1,93 6,40 1,53 986 |193 |0,03 |0,22
20980/18 265 |281 |283 5,68 2,03 993 |283 |0,02 |0,29
20996/18 3,46 | 3,65 |3,67 5,12 2,22 996 |3,67 |001 |0,37
20999/18 2,45 | 2,63 | 2,65 5,68 1,86 99,2 |265 |0,02 |0,28
21003/18 241 | 2,60 | 2,63 5,86 1,51 99,1 |263 |0,02 |0,28
21012/18 2,07 | 2,26 |2,26 6,82 1,66 97,7 231 |0,05 |0,25
21086/18 3,19 | 3,42 |3,43 4,24 2,17 996 |343 |0,01 |0,35
21134/18 292 313 | 3,15 5,10 2,35 99,3 315 |0,02 |0,31
21135/18 3,18 | 3,37 | 3,39 5,40 2,55 995 |339 |0,02 |0,33
6520/19 6,29 693 |6,93 7,43 5955F (77,4 896 |203 |0,65
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Pozn.: Bylo provedeno opakované stanoveni titracni metodou Cox. U vzorku 4012B-2001-8-21-
0O-0 byla pavodni hodnota 1,04 nahrazena hodnotou 1,31, u vzorku 1979/18 hodnota 1,14

nahrazena hodnotou 1,36 a u vzorku 13583/17 ptivodni hodnota 1,40 nahrazena hodnotou 2,20.

Graf 1. Cox titrace vs TOC.
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Graf 2. Cox titrace vs TOC detail Grafu 1 pod 4 %.
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Z grafii 1 a 2 je patrna velmi dobra korelace mezi hodnotami Cox_titr a TOC.
Byly vypocitany linearni regrese pro vsechny vzorky, pro hladinu (0 — 2) %, pro hladinu (0 -
4) %, pro hladinu (2 — 4) % i pro hladinu nad (4 — 10) %, ale v té se nachazi ptili§ malo dat.

Na vSech téchto hladindch nebylo mozné zamitnout hypotézu, Ze posun po ose y se nelisi
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od nuly. TakZe ve vSech ptipadech regresni piimka prochazi pocatkem a nejlepS§im popisem
vztahu hodnot Cox titr a TOC je smérnice regresni ptimky. Téhoz vysledku bylo dosazeno
I pro dvojici parametrit Cox_titr a TOCn.

Na grafu rezidui Ize vidét rovnomérné rozlozeni kolem nuly, coz naznacuje, Ze pouzity regresni
model je spravny, ze smérnice je v celém rozsahu konstantni, a Ze neni nutné déleni vzorkt

do koncentra¢nich hladin.

Graf 3. Rezidua - celkovy piehled, v§echny vzorky.
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Graf 4. Detail grafu 3 Rezidua — pod 4 procenta.
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Tabulka 3. Linearni regrese Cox titr vs TOC celkovy pi‘ehled, v§echny vzorky.

Koeficienty | Chyba |t Stat | Hodnota | Dolni Horni Dolni | Horni
Sti. P 95% 95% 99,0% | 99,0%
hodnoty
Hranice | 0
Soubor | 1,0888 0,00289 | 376,3 | 2,5E-266 | 1,0831 | 1,0945 |1,0813 |1,0963
X1
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Tabulka 4. Linearni regrese Cox_titr vs TOC (0 - 2) %.

Koeficienty | Chyba | tStat | Hodnota | Dolni | Horni | Dolni | Horni
Sti. P 95% 95% | 99,0% | 99,0%
hodnoty
Hranice | O
Soubor | 1,0789 0,00474 | 2275 |5,1E-150 | 1,0695 | 1,0883 | 1,0665 | 1,0913
X1

Tabulka 5. Linedrni regrese Cox_titr vs TOC (0 -4) %

Koeficienty | Chyba | tStat | Hodnota | Dolni | Horni | Dolni | Horni

Sti. P 95% 95% | 99,0% | 99,0%
hodnoty
Hranice | 0
Soubor | 1,0858 0,00311 | 3489 |1,6E-255|1,0796 | 1,0919 |1,0777 | 1,0939
X1

Tabulka 6. Linearni regrese Cox_titr vs TOC (2 — 4) %.

Koeficienty | Chyba | tStat | Hodnota | Dolni | Horni | Dolni | Horni

StF. P 95% 95% | 99,0% | 99,0%
hodnoty
Hranice | 0
Soubor | 1,0892 0,00450 | 242,0 |4,9E-99 |1,0802 |1,0982 |1,0773 |1,1011
X1

Tabulka 7. Linearni regrese Cox titr vs TOC (4 — 10) %.

Koeficienty | Chyba | tStat | Hodnota | Dolni | Horni | Dolni | Horni

StF. P 95% 95% | 99,0% | 99,0%
hodnoty
Hranice | 0
Soubor | 1,1051 0,00644 | 1715 | 4,37E-07 | 1,0846 | 1,1256 | 1,0674 | 1,1427
X1

Z tabulek 3 az 7 vyplyva, ze smérnice jsou shodné bez ohledu na koncentra¢ni hladinu. Jako
prepocitavaci koeficient se jevi nejvhodnéj$i zaokrouhlena hodnota smérnice ztabulky 3,
a potom

TOC = Cox x 1,09 a naopak Cox = TOC/1,009.

Hodnota 1,09 je zahrnuta ve vSech intervalech spolehlivosti s vyjimkou koncentra¢ni hladiny (0 —

2) % na hladin€ 5 %. Na hladiné 1 % uz se do intervalu vejde.
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3.5

Tabulka 8. Opakovatelnost.

Opakovatelnost, nejistota, mez stanovitelnosti

Rel. Opakovatelnost
Primér méreni Opakovatelnost (%)
TN 0.2071 0.0047 2.29 25
Rel. Opakovatelnost
Pramér méfeni Opakovatelnost | (%) n
TC 2.3376 0.0575 2.46 25
Rel. Opakovatelnost
Primér méfeni Opakovatelnost | (%) n
IC 1.2547 0.0129 1.03 13

Jako praktickda hodnota bylo zvoleno 5 % pro vSechny parametry. Vypoéty byly provedeny
v programu EffiValidation, krokem Opakovatelnost-paralelnich méteni.

Tabulka 9. Nejistota.

Charakteristika Hodnota %
TN Rel. rozsifena nejistota 4.6

Charakteristika Hodnota %
TC Rel. rozsifena nejistota 4.9

Charakteristika Hodnota %
IC Rel. rozsifena nejistota 2.1

Jako praktické hodnoty byly zvoleny pro TN 10 % a pro TC a IC 8 %. Vypocty byly provedeny

v programu EffiValidation, krokem Nejistoty-z dat pro vyhodnoceni piesnosti-paralelni méfeni.

Tabulka 10. Nejistota TOC.

TOC relativni nejistota
2,7 %
relativni roz§ifena nejistota k
=2
5,3 %
Nejistota stanoveni TOC byla vypoditana souctem nejistot stanoveni TC a IC a vynasobena

koeficientem rozsifeni k = 2. Jako praktickd hodnota relativni rozsifené nejistoty byla zvolena
hodnota 10 %.
Mez detekce IC byla vypoctena na 0,019 % a mez stanovitelnosti na 0,033 %. Jako prakticka

hodnota meze stanovitelnosti IC byla zvolena hodnota 0,05 %.
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Mez detekce TN byla vypoctena na 0,036 % a mez stanovitelnosti na 0,056 %. Jako prakticka
hodnota meze stanovitelnosti TN byla zvolena hodnota 0,05 %.
Vypocty byly provedeny v programu EffiValidation, krokem PIna validace-meze-z kalibraéni

piimky.

3.6 TOCn

Jak jiz bylo zminéno vySe, TOCn je korigovand hodnota TOC, kdy pifi pH < 6,8 se miize
zanedbat obsah anorganického (uhlicitanového) uhliku a prohlésit, ze TC se rovna TOC.
V naprosté vétsiné navic u pud s pH < 6,8 byla koncentrace IC pod mezi stanovitelnosti tj. 0,05
%. Z poméru TOC/TC lze vy¢ist, Ze hodnota TOC se pro pudy s pH < 6,8 nelisi od hodnoty TC
0 vice nez 5 rel.%, ale zpravidla je tato chyba mensi nez 2 rel. %. Graficky jsou tyto skute¢nosti

znazornény v grafech 5, 6, 7 a 8.

Graf 5. Zavislost poméru TOC/TC na pH - celkovy piehled.
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Graf 6. Detail grafu 5.
pH vs TOC/TC
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Graf 7. Porovnani hodnot TOC a TOCnh - celkovy prehled.
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Graf 8. Detail grafu 7 pod 4,5 %.
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Z grafti 7 a 8 je patrné, ze hodnoty TOC a TOCn jsou téméf totozné.

Pfi rutinnim méteni vzorkit AZZP se zpravidla méfi pH a déla se orientacni zkouska na obsahu
uhli¢itand. Vyuzitim téchto dat by bylo mozné snizit mnozstvi vzorki pro méteni IC o zhruba (70
— 80) %. Vzhledem k tomu, Zze méfeni IC je delsi nez méfeni TC, by doslo ke snizeni celkového
Cistého Casu potiebného pro analyzu TOC o pfiblizné 50 % a tim i ke sniZeni nakladi. Méteni

jednoho vzorku TC a TN trva asi 8 min, méfeni jednoho vzorku IC trvad mirné pfes 10 min.

4 Z.avér

Metoda stanoveni TOC je dostateéné efektivni nahradou za titraéni metodu stanoveni Cox
v pudach. Vztah téchto veli¢in se tidi rovnici TOC = Cox x 1,09 vceléem zkoumaném
koncentracnim rozsahu a neni potieba vzorky rozdélovat do koncentracnich hladin.

Déle je vhodné vyuzit hodnoty pH pro selekci vzorka s pravdépodobnym obsahem uhli¢itant
(anorganicky uhlik) a stanoveni IC provadét jen na téchto vzorcich. To umozni sniZzeni Casové

a finan¢ni narocnosti stanoveni TOC a tim 1 zvySeni produktivity.
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Vyuziti spektrofotometrickych metod pro stanoveni obsahu
amonného a dusicnanového dusiku v hnojivech

Viclav Rypl, Libuse Tiimovd, Ludmila Hamplova

1  Uvod

Cilem prace bylo zjistit, zda je mozné nahradit Casové naro¢né a pracné stanoveni N-NH4 pomoci
tlakového vzduchu spektrofotometrickou metodou. Déle je tfeba pro stanoveni N-NOs ovérit
pouziti ptimého spektrofotometrického stanoveni namisto vypoctu, pro ktery je tfeba nejdiive

stanovit celkovy obsah dusiku metodou podle Devarda a poté celkovy obsah N-NHa.

2  Material a metody

2.1  Chemikalie

2.1.1 Chemikalie N-NH4

2.1.1.1 Destilovana nebo deionizovana voda
2.1.1.2 Reakeni roztok

Pfiprava: Do 1000ml odmérné banky s asi 500 ml vody (2.1.1.1) se rozpusti 34 g
salicylanu sodného, 25 g citronanu sodného, 25 g vinanu sodného a 0,12 g nitroprusidu
sodného. Po dokonalém rozpusténi se banka doplni vodou (2.1.1.1) po znacku a peclivé

zamicha. Roztok se uchovava v chladu a temnu. Doba pouziti je minimalné 1 tyden.
2.1.1.3 Alkalicky chlornan sodny, (NaClO).

Piiprava: Do 1000ml odmérné bariky s asi 250 ml vody (2.1.1.1) se rozpusti 30 g
hydroxidu sodného a piida se 10 ml chlornanu sodného (min. obsah 5% aktivniho CI-).
Po rozpuSténi a ochlazeni se roztok doplni vodou po znaCku. Roztok se uchovava

v chladu a temnu. Doba pouZiti 1 tyden.
2.1.1.4 Siran amonny, ((NH4)2S04), zakladni standardni roztok, ¢ (N-NHs) = 1000 mg/I

Piiprava: Do 1000ml odmérné banky se v asi 250 ml vody (2.1.1.1) rozpusti 4,7189 ¢
siranu amonneho (NH,)2SOg4, ptedsuseného 2 h pii (105 + 2) °C, doplni vodou (2.1.1.1)
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do objemu 990 ml, vytemperuje na teplotu (20 = 2) °C a poté doplni vodou (2.1.1.1)

po znacku. Roztok se peclivé promicha. Doba pouziti je maximalné 3 mésice.
2.1.1.5 Siran amonny, ((NH4)2S04), pracovni standardni roztok (A), ¢ (N-NH4) = 100 mg/I

Ptiprava: Do 1000ml odmérné banky se pipetuje 100 ml zasobniho standardniho roztoku
(2.1.1.4), doplni vodou (1) do objemu 990 ml, vytemperuje na teplotu (20 + 2) °C a poté
doplni vodou (2.1.1.1) po znacku. Roztok se peclivé promicha. Roztok se pfipravuje

vzdy Cerstvy.
2.1.1.6 Siran amonny, ((NH4)2SOa4), pracovni standardni roztok (B), ¢ (N-NH4) = 50 mg/I

Ptiprava: Do 100ml odmérné baiiky se pipetuje 50 ml zasobniho standardniho roztoku
(2.1.1.4), dopini vodou (2.1.1.1) do objemu 90 ml, vytemperuje na teplotu (20 + 2) °C
apoté doplni vodou (2.1.1.1) po znacku. Roztok se peclivé promicha. Roztok

se piipravuje vzdy Cerstvy.
2.1.2 Chemikalie N-NO3
2.1.2.1 Destilovana nebo deionizovana voda.
2.1.2.2 Kyselina sirova, (H2SO4), koncentrovana, 96%, (p=1,84 g.dm™).
2.1.2.3 Kyselina sirova, (H2SO4), zfedéna 1+9,

Ptiprava: Do 1000ml odmérné banky se asi k 700 ml vody (2.1.2.1) opatrné ptidava
100 ml koncentrované H>SOa4. Po ochlazeni se doplni objem vodou (1) po znacku.

2.1.2.4 Kyselina sirova, H2SOs, zfedéna v poméru 1+1,

Ptiprava: Do 1000ml odmérné banky se asi k 450 ml vody (2.1.2.1) opatrné ptidava
500 ml koncentrované H,SOs4. Po ochlazeni se doplni objem vodou (1) po znacku

a pecliveé promicha.
2.1.2.5 Siran méd’naty, CuSO4.5H-0, roztok c(CuS04.5H20) = 2,5%.

Piiprava: Ve 100ml odmérné bance se vasi 50 ml vody (2.1.2.1) rozpusti 2,5 ¢
CuS04.5H20. Obsah banky doplni vodou (2.1.2.1) po znacku.

2.1.2.6 Dusi¢nan sodny, NaNQgz, zasobni standardni roztok, ¢ (N-NOz) = 1000 mg/I.
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Piiprava: V 1000ml odmérné bance s asi 500 ml vody (2.1.2.1) se rozpusti 6,068 g
dusi¢nanu sodného (NaNOs). Poté se doplni vodou (2.1.2.1) po znacku a po uzavieni
peclivé promicha. Roztok je staly po dobu 6 mésict pii uchovani ve skle, v chladu

a temnu.
2.1.2.7 Dusi¢nan sodny, (NaNO3), pracovni standardni roztok, ¢ (N-NO3) = 50 mg/I.

Ptiprava: Do 100ml odmérné baiiky se pipetuje 5 ml zasobniho standardniho roztoku

(2.1.2.6) a doplni se vodou (2.1.2.1) po znacku a peclivé promicha.
2.1.2.8 Reduktor

Piprava: k 20 g granuli zinku o praméru asi (3 aZz 5) mm se piida 150 ml vody (2.1.2.1)

a 15 ml zfedéné kyseliny sirové (2.1.2.4). Necha se pisobit do o€isténi povrchu granuli.

Potom se granule oplachnou vodou (2.1.2.1) a kapalina se odsaje na Biichnerové nalevce.
K oplachnutym granulim se v kadince ptida 150 ml vody (2.1.2.1) a po kapkach
za stalého michani se ptida 25 ml roztoku siranu méd’natého (2.1.2.5). Po zCernani granuli

se oplachnou peclivé vodou (2.1.2.1). Po usuSeni se uchovaji v uzaviené sklenéné nadobé.
2.1.2.9 Roztok pro fedéni koncentrovanych vzorkd.

Pfiprava: Do 250ml odmérné bariky s asi 200 ml vody (2.1.2.1) se pfida 10 ml zfedéné
kyseliny sirové (2.1.2.3), objem se doplni po znacku vodou (2.1.2.1) a peclivé

se promicha.

2.2 Material
Pro porovnani byly vybrany vzorky z,LIMS - Hnojiva centralni* analyzované klasickymi

metodami a tyto vzorky byly nésledné analyzovany spektrofotometrickymi metodami.
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Tabulka 1. VVzorky pro stanoveni N-NHa,

¢.vz. | rok popis

LIMS | LIMS

78 2016 kap. Greenworld, hnojivo pro pelargonie

101 2016 kap. NPK6-4-6

186 2016 pev. NPK 13 - 5 -5 + 2Mg + Fe, travnik. hnojivo proti krtkiim

352 2016 kap. Substral, koncentrat pro rajéata

353 2016 pev. Substral, pro konifery a rododendrony

700 2016 kap. NPK 7 -5-6 + ME

702 2016 kap. Agrecol, hnojivo na balkonové rostliny, NPK 5 - 3 - 7 + ME

703 2016 kap. Agrecol, hnojivo na orchideje, NPK5-5-5 + ME

735 2016 kap. Ferti B, dusikaté hnojivo + ME

738 2016 kap. Fertigreen kombi NPK 7 -7 -5

189 2017 NPK 19-6-20+3MgO+3S+ME(ES) ( Kristalon pokojové rostliny )

190 2017 NPK 19-6-20 (Kristalon Muskat v 1&hvi)

191 2017 Kristalon Gold v lahvi

255 2017 Hnojivo pro rododendrony s dlouhodobym tc¢inkem 16-7-
15+2MgO+ME

325 2017 NPK 6-7-6+ME (Kapalné hnojivo na muskaty)

335 2017 Green Plant Nutrition

336 2017 Palm Nutrition

349 2017 NPK 17-6-24 + 15 SO3 + ME - Kristalon balkon. kvétiny

376 | 2017 Biopon - gelové hnojivo UNIVERZALNI (ES)

377 2017 Biopon gelové hnojivo ORCHIDEJE (ES)

378 2017 NPK 7-5-6 + ME Cererit Forestina/Lovochemie (ES)

379 2017 NPK 8-13-11 Cererit (ES)

380 2017 NPK (MgO,S03) 18-7-20(2-12) Forestina mineral (ES) Na muskaty a
jiné balkonov¢ kvétiny

381 2017 NPK 19-6-20+3MgO+3S+ME(ES) ( Kristalon pokojové rostliny )

536 2017 Multi N+S Amino

537 2017 Multi N

565 2017 Vitafol plex

569 2017 Silva Tabs NPK 20-15-10 + 2,5 % MgO + ME

570 2017 Aucyt start

571 2017 Primseed
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Tabulka 2 Vzorky pro stanoveni N-NOs.

C.vz. rok popis

LIMS | LIMS
63 2016 | kap. organo-miner. NPK + CaO + MgO + ME
78 2016 | kap. Greenworld, hnojivo pro pelargonie

352 2016 | kap. Substral, koncentrat pro rajcata

700 2016 | kap. NPK7-5-6 + ME

702 2016 | kap. Agrecol, hnojivo na balkonové rostliny, NPK 5 - 3 -7 + ME

703 2016 | kap. Agrecol, hnojivo na orchideje, NPK5-5-5 + ME

738 2016 | kap. Fertigreen kombi NPK 7 -7 -5

62 2017 | kap. Cererit s guanem a motskymi fasami

121 2017 | pev. KAS27, VDLUFA

189 2017 | NPK 19-6-20+3MgO+3S+ME(ES) ( Kristalon pokojove rostliny )

190 2017 | NPK 19-6-20 (Kristalon Muskét v lahvi)

191 2017 | Kristalon Gold v lahvi

255 2017 | Hnojivo pro rododendrony s dlouhodobym ucinkem 16-7-15+2MgO+ME

325 2017 | NPK 6-7-6+ME (Kapalné hnojivo na muskaty)

335 2017 | Green Plant Nutrition

336 2017 | Palm Nutrition

376 2017 | Biopon - gelové hnojivo UNIVERZALNI (ES)

377 2017 | Biopon gelové hnojivo ORCHIDEJE (ES)

378 2017 | NPK 7-5-6 + ME Cererit Forestina/Lovochemie (ES)

380 2017 | NPK (Mg0,S03) 18-7-20(2-12) Forestina mineral (ES) Na muskaty a jiné
balkonové kvétiny

381 2017 | NPK 19-6-20+3MgO+3S+ME(ES) ( Kristalon pokojove rostliny )

2.3 Metody

2.3.1 N-NHas - spektrofotometrické stanoveni

Dusik vamonné formé obsazeny ve vzorku reaguje s chlornanem a salicylanem za vzniku
modrého zbarveni (salicylatovy analog indofenolu). Intenzita zbarveni se méfi fotometricky

pii 660 nm. Vysledky se vyhodnocuji metodou kalibra¢ni kiivky.
2.3.1.1 Pristroje a pomiicky

2.3.1.1.1 Analyticke vahy s ptesnosti 0,0001 g.

2.3.1.1.2 Tiepacka rotacni, (30 — 45) ot/min.

2.3.1.1.3 Filtrac¢ni papir stfedni a vysoké hustoty.

2.3.1.1.4 Centrifuga, 40000t/min.
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2.3.1.1.5 Spektrofotometr s nastavitelnou vinovou delkou 660 nm a kyvetou 10 mm.

2.3.1.1.6 Dilutor nebo vhodné davkovaci zafizeni.

2.3.1.1.7 Michadlo na zkumavky.

2.3.1.2 Pracovni postup

2.3.1.2.1 Kalibrace

Kalibra¢ni roztoky se piipravi podle tabulky €. 3.

Tabulka 3. Priprava roztoki kalibra¢ni kiivky pro méieni N-NHa,

Pofadové Objem baiiky Pipetovany objem Koncentrace N-
Cislo (ml) Prac. std. roztoku (B) NHav roztoku
roztoku (ml) (mg/l)

0 100 0 0

1 100 05 0,25

2 100 1 0.5

3 100 2 10

4 100 3 15

5 100 4 2

6 100 5 25

7 100 6 3.0

8 100 7 35

Objem 100ml odmeérnych banék se doplni vodou (2.1.1.1) po znacku a obsah se peclivé

promicha.

2.3.1.2.2 Ptiprava vyluhu vzorku

Do 500ml Stohmanovy banky se navazi ptiblizné 2,5 g vzorku s ptesnosti na 0,0001 g. Ke vzorku
v bance se ptida presny objem 250 ml vody (2.1.1.1). Banka se uzavie zatkou a tiepe se 60 min
Vv rotaéni tiepacce pii (35-45) ot/min. Roztok se promicha a zfiltruje pfes suchy filtr stfedni

hustoty do suché nadoby. Prvnich 50 ml filtratu se nepouzije. Filtrat musi byt Ciry. Stejnym
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zpusobem se piipravi i slepy pokus. Takto pfipravené vyluhy se pfed piipravou k méfeni fedi
vodou (2.1.1.1) podle tabulky ¢. 4. Slepy pokus se nefedi.

Tabulka 4 Piiprava fedéni vyluhii pro méreni N-NHa.

Deklarovany obsah Objem bariky Pipetovany objem Pouzité fedéni
N-NHa4 v hnojivu vyluhu vzorku

(%) (ml) (ml) )

Do 0,5 100 5 20

05-25 100 1 100

25-5,0 200 1 200

Nad 5,0 500 1 500

Objem ban¢k se doplni vodou (2.1.1.1) po znacku. Obsah banky se dikladné promicha.
2.3.1.2.3 Piiprava vyluhu pro méteni

Do zkumavek o objemu 20 ml se pipetuji 3 ml slepého pokusu, kalibra¢niho standardniho
roztoku nebo zfedéného vyluhu vzorku. Pfida se 5 ml reakéniho roztoku (2.1.1.2), obsah
zkumavky se dikladné promicha a necha 15 min stat. Poté se ptfida 5 ml roztoku alkalického

chlornanu sodného (2.1.1.3), opét se dokonale promicha a necha se 60 min vybarvovat.
2.3.1.2.4 Mc¢fteni obsahu amonného dusiku

Po ukonceni vybarvovaci reakce se pfistroj nastavi podle doporuceni vyrobce. Pfistrojova nula
se nastavi na vodu (2.1.1.1). Mé&fi se absorbance kalibra¢nich roztokti a analyzovanych vzorku
pii vinové délce L = 660 nm v kyveté o optické délce 10 mm. Vysledky se vyhodnocuji metodou

kalibra¢ni kfivky.
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2.3.1.2.5 Vypocet a vyjadreni vysledkt

Obsah amonného dusiku vyjadfeny hmotnostnim zlomkem Wspta V procentech se vypocte podle
vztahu

(cy, —cg) XV XV,

= 0,
Wspfa = "% a, x 10000 (%)

\Y celkovy objem zasobniho roztoku vzorku v ml,

V1 objem po nafedéni roztoku vzorku v ml,

a1 objem pouzitého alikvotniho podilu z celkového objemu zasobniho roztoku v ml,
m hmotnost navazky vzorku v g,

Cv mnozstvi N-NHs ve vzorku, odeétené z kalibra¢ni kiivky v mg/I,

Cs mnoZzstvi N-NHa ve slepém pokusu, odeétené z kalibracni kiivky v mg/I.

2.3.2 N-NOs - spektrofotometrické stanoveni

Dusi¢nany absorbuji v UV oblasti spektra pfi 210 nm. Po redukci dusi¢nanti na dusitany se
provede druhé méfeni pti 210 nm a z rozdilu naméfenych hodnot se vypocita obsah dusiku

vyjadieny jako dusi¢nanovy dusik (N-NO3).

2.3.2.1 Pristroje a pomiicky

2.3.2.1.1 Analytické vahy s piesnosti 0,0001 g.

2.3.2.1.2 Tiepacka rotacni, (30 — 45) ot/min.

2.3.2.1.3 Filtra¢ni papir stfedni a vysoké hustoty.

2.3.2.1.4 Centrifuga, 40000t/min.

2.3.2.1.5 Spektrofotometr s nastavitelnou vinovou delkou 210 nm a kyvetou 10 mm.
2.3.2.1.6 Dilutor nebo vhodné davkovace.

2.3.2.1.7 Michadlo na zkumavky.
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2.3.2.2 Pracovni postup

2.3.2.2.1 Kalibrace

Kalibra¢ni roztoky se pfipravi podle tabulky ¢.5

Tabulka 5. P#iprava kalibraénich roztokii.

Pipetovany objem
Potadové Prac. std. roztoku Koncentrace
¢islo Objem baiky (2.1.2.7) kalibra¢niho roztoku
roztoku (ml) (ml) (mg/l)
0 100 0 0
1 100 5 2,5
2 100 10 5
3 100 15 7,5
4 100 20 10

Objem 100ml odmérnych ban¢k se doplni vodou (2.1.2.1) po znacku. Peclivé se promicha.

2.3.2.2.2 Pfiprava vyluhu vzorku

Do 500ml Stohmanovy bariky se navazi piiblizné 2,5 g vzorku s piesnosti 0,0001 g. Ke vzorku

Vv barnce se pfida piesny objem 250 ml vody (2.1.2.1). Banka se uzavie zatkou a tfepe se 60 min

Vv rotacni tfepacce pii (35 — 45) ot/min. Roztok se promicha a zfiltruje ptes suchy filtr stiedni

hustoty do suché nadoby. Prvnich 50 ml filtrdtu se nepouzije. Filtrat musi byt Ciry. Stejnym

zpusobem se piipravi i slepy pokus. Takto pfipravené vyluhy se pfed piipravou k méfeni fedi

vodou (2.1.2.1) podle tabulky ¢. 6.

Slepy pokus se netedi.
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Tabulka 6. P¥iprava iedéni vyluhii pro méieni N-NOs,

Deklarovany obsah Objem barnky Pipetovany objem Pouzité fedéni
N-NO3z v hnojivu vyluhu vzorku
v () ®)
(ml)

do 0,5 100 10 10
05-1,0 100 5 20
1,0-25 100 2 50
25-5,0 100 1 100
5,0-10,0 200 1 200
Nad 10,0 500 1 500

Objem ban¢k se doplni vodou (2.1.2.1) po znacku. Obsah baiiky se ditkkladn¢ promicha.
2.3.2.2.3 Piiprava vyluhu pro méteni

Do dvou zkumavek o objemu 10 ml se pipetuje 1,5 ml slepého pokusu, kalibra¢niho standardniho
roztoku nebo zfedéného vyluhu vzorku, pfida se 6,0 ml vody (2.1.2.1) a 0,3 ml ziedéné kyseliny
sirové (2.1.2.3). Objem zkumavek se promicha a do jedné se ptidaji 2 aZ 3 granule reduktoru
(2.1.2.8). Zkumavky bez granuli se uzaviou zatkou, sreduktorem se nechaji bez zatky stat

pres noc.
2.3.2.2.4 Meéfeni obsahu dusi¢nanového dusiku

Ptistrojova nula se nastavi na vodu. M¢fi se absorbance jednotlivych roztokt kalibraéni kiivky
pii 210 nm v kyveté o optické délce 10 mm. Stejnym zptisobem se méti 1 hodnota slepého pokusu
a pripravenych vzorki. Pii pfekroéeni rozsahu kalibra¢ni kiivky se stanoveni opakuje s pouZitim

vzorku ziedéného fedicim roztokem (2.1.2.9).
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2.3.2.2.5 Vypocet a vyjadreni vysledkt

Obsah dusi¢nanového dusiku vyjadieny hmotnostnim zlomkem Wspta V procentech se vypocte

podle vztahu

W _ ((cv-cr)—(cst-csir))xvxvi
spfd = mxal1x10000

(%)

\Y celkovy objem zasobniho roztoku vzorku v ml,
V1 celkovy objem po nafedéni roztoku vzorku v ml,

a1 objem pouZzitého alikvotniho podilu z celkového objemu zasobniho roztoku v ml

m hmotnost navazky vzorku v g,

Cv mnoZzstvi N-NOs ve vzorku, ode¢tené z kalibra¢ni kiivky v mg/I,

Cr mnoZzstvi N-NOgz ve vzorku po redukcei, odectené z kalibra¢ni kiivky v mg/l.

Csl mnozstvi N-NOgz ve slepém pokusu, odectené z kalibraéni kiivky v mg/l,

Cslr mnoZzstvi N-NOs ve slepém pokusu po redukci, odeétené z kalibra¢ni kiivky v mg/I

2.4 Vysledky a diskuze
2.4.1 N-NH4 tlakovy vzduch

Klasické stanoveni amonného dusiku se provadi metodou promyvéni tlakovym vzduchem JPP
ZkouSeni hnojiv, postup ¢. 20138.1. Tato metoda zahrnuje extrakci, nasledné vymyti N-NH4

tlakovym vzduchem a jeho jimani do kyseliny sirové a zavérec¢né titra¢ni stanoveni.

Metoda je velmi pracna a také Casové naro¢na. Data pofizena touto metodou byla ziskana

z LIMS.
2.4.2 N-NOs vypocet

Pro stanoveni dusi¢nanového dusiku je nejprve stanoven celkovy dusik s pouZitim Devardovy

slitiny podle JPP ZkouSeni hnojiv, postup ¢. 20131.1. Poté se stanovuje amonny dusik podle JPP
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Zkouseni hnojiv, postup ¢. 20130.1 destila¢né titracni metodou a z rozdilu ziskanych hodnot

se vypocita koncentrace dusi¢nanového dusiku ve zkoumaném vzorku.

Destilacné titra¢ni stanoveni s pouzitim Devardovy slitiny trva pfiblizné 25 min a dalSich 5 min
trva destila¢né titrani stanoveni amonného dusiku. Z toho je patrné, Ze stanoveni dusi¢nanového

dusiku je casove znacn€ narocné.

Data poftizena touto metodou jsme ziskali z LIMS.

2.4.3 Porovnani stanoveni N-NH4 tlakovym vzduchem a spektrofotometricky
2.4.3.1 Vysledky stanoveni N-NH4

Tabulka 7. Vysledky N-NHa.

C. vzorku N-NH4 (spf) N-NHj (tlak. vzd.)
r. 2016 + 2017 % %
78 3,08 3,07
101 1,79 1,74
186 1,97 2,51
352 1,02 1,07
353 3,32 3,63
700 191 1,91
702 1,29 1,32
703 1,71 1,72
735 3,39 3,37
738 5,02 4,84
189 7,02 7,10
190 8,34 8,65
191 10,51 10,21
255 7,07 7,23
325 1,95 2,10
335 0,45 0,45
336 0,59 0,60
349 8,52 8,33
376 1,67 1,65
377 1,90 1,90
378 1,79 2,05
379 7,58 8,10
380 3,62 4,98
381 7,41 7,82
536 5,67 5,62
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537 7,99 8,11
565 2,38 2,28
569 1,88 1,94
570 1,90 1,91
571 4,54 4,57

2.4.3.2 Porovnani vysledki N-NH4

Graf 1. N-NH4 tlakovym vzduchem a N-NH4 spektrofotometricky.
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Tabulka 8. Regrese — posun po ose y N-NHa.
Koeficienty | Chyba t Stat Hodnota | Dolni Horni | Dolni Horni
St P 95% 95% 99,0% | 99,0%
hodnoty
Hranice | -0,0664 0,0978 |-0,6787 |0,5029 |-0,2668 | 0,1340 | -0,3368 | 0,2040
Soubor | 0,9876 0,0199 | 49,62 7,7E-29 | 0,9468 | 1,0283 | 0,9326 | 1,0426
X1
Posun po ose y je nevyznamny.
Tabulka 9. Regrese — smérnice N-NHa.
Koeficienty | Chyba | tStat | Hodnota | Dolni Horni Dolni | Horni
StF-. P 95% 95% 99,0% | 99,0%
hodnoty
Hranice | 0 HHHAHE | HEHH HitHH HitHH HitH# HitHH HitH#
Soubor | 0,9765 0,0113 | 86,292 | 1,6E-36 | 0,9534 | 0,9997 0,9453 | 1,0077
X1

Na hladin€ 1 % nelze zamitnout hypotézu, Ze smérnice je rovna 1.
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Tabulka 10. Parovy t-test N-NHa.

Dvouvybérovy parovy t-test
na stfedni hodnotu

N-NH4 Soubor 1 Soubor 2
Sti. hodnota 4,026 3,909603
Rozptyl 8,241577 8,129552
Pozorovani 30 30

Pears. korelace 0,994364

Hyp. rozdil stf. hodnot 0

Rozdil 29

t Stat 2,094524

P(T<=t) (1) 0,022531

t krit (1) 1,699127

P(T<=t) (2) 0,045063

t krit (2) 2,04523

alfa=5% |

Na hladin€ 5 % zamitame hypotézu, ze rozdily jsou rovné 0.

Tabulka 11. Parovy t-test N-NHa.

Dvouvybérovy parovy t-test

na stfedni hodnotu

N-NH4 Soubor 1 Soubor 2
Sti. hodnota 4,026 3,909603
Rozptyl 8,241577 8,129552
Pozorovani 30 30

Pears. korelace 0,994364

Hyp. rozdil sti. hodnot 0

Rozdil 29

t Stat 2,094524

P(T<=t) (1) 0,022531

t krit (1) 2,462021

P(T<=t) (2) 0,045063

t krit (2) 2,756386

alffa=1%

Na hladin€ 1 % nelze zamitnout hypotézu, Ze rozdily jsou rovné 0.

Z vysledkl vyplyva, ze metody poskytuji shodné vysledky.




2.4.4 Porovnani stanoveni N-NOs vypoétem a spektrofotometricky

2.4.4.1 Vysledky stanoveni N-NO3

Tabulka 12. Vysledky N-NOs.

¢. vzorku N-NO3 (spf) LIMS NOsvypocet
r. 2016 +2017 % %

63 2,97 4,55
78 1,91 1,92
352 1,00 0,84
700 1,56 1,71
702 2,68 2,82
703 2,15 2,29
738 2,26 2,52
62 2,99 3,19
121 13,34 13,39
189 11,87 11,55
190 8,57 7,52
191 9,59 8,65
255 2,15 2,98
325 1,97 1,88
335 2,27 3,09
336 2,09 2,20
376 2,61 2,56
377 2,75 2,64
378 1,91 1,72
380 7,34 7,86
381 11,74 12,01
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2.4.4.2 Porovnani vysledki N-NO3

Graf 2. N-NOs vypocétem a N-NOs spektrofotometricky.
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Tabulka 13. Regrese — posun po ose y N-NOsg.
Koeficienty | Chyba |t Stat Hodnota | Dolni Horni Dolni Horni
St P 95% 95% 99,0% | 99,0%
hodnoty
Hranice | -0,2327 0,1977 |-1,1775|0,2536 |-0,6465 | 0,1810 |-0,7983 | 0,3328
Soubor | 1,0277 0,0331 | 31,093 |9,3E-18 | 0,9585 | 1,0969 |0,9332 | 1,1223
X1
Posun po ose y je nevyznamny
Tabulka 14. Regrese — smérnice N-NOs,
Koeficienty | Chyba t Stat Hodnota | Dolni Horni | Dolni | Horni
StF. P 95% 95% 99,0% | 99,0%
hodnoty
Hranice | 0 HHAHHE | HitHH HitH# HitH# HitHH HitHH HitH#
Soubor | 0,9974 0,0209 | 47,705 | 4,5E-22 | 0,9538 | 1,0410 | 0,9379 | 1,0569
X1

Na hlading 5 % nelze zamitnout hypotézu, Ze smérnice je rovna 1.
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Tabulka 15. Parovy t-test N-NOs.

Dvouvybérovy parovy t-test

na stfedni hodnotu

N-NOs Soubor 1 Soubor 2
Sti. hodnota 4,66119 4557612
Rozptyl 14,74104 15,87532
Pozorovani 21 21

Pears. korelace 0,990316

Hyp. rozdil sti. hodnot 0

Rozdil 20

t Stat 0,842646

P(T<=t) (1) 0,204695

t krit (1) 1,724718

P(T<=t) (2) 0,409391

t krit (2) 2,085963

alfa=5%

Na hladin€ 5 % nelze zamitnout hypotézu, Ze rozdily jsou rovné 0.

Z vysledkt vyplyva, ze metody poskytuji shodné vysledky.

2.4.5 Opakovatelnost a nejistota
2.4.5.1 Opakovatelnost N-NHg spektrofotometricky
Opakovatelnost byla vypo¢itana pomoci programu EffiValidation z paralelnich stanoveni.

Tabulka 16. Opakovatelnost N-NH4 spektrofotometricky.

Primér méfeni Opakovatelnost Rel. Opakovatelnost n

4,743 0,082 1,73 20

Jako prakticka hodnota opakovatelnosti byla zvolena hodnota 4 %.
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2.4.5.2 Nejistota N-NHa spektrofotometricky

Nejistota byla vypocéitana pomoci programu EffiValidation z paralelnich stanoveni.

Tabulka 13. Nejistota N-NH4 spektrofotometricky.

Charakteristika Hodnota
Vypoctena hodnota 4,743
St. nejistota 0,082
Rel. st. nejistota (%%) | 1,7
Faktor pokryti 1,96
Rozsifena st. nejistota | 0,161
Rel. rozsifena nejistota | 3,4

Jako praktick& hodnota nejistoty byla zvolena hodnota 6 %. Tato hodnota neni vyznamné odli$na

od nejistoty stanoveni N-NHj4 destilaéné titraéni metodou, ktera ¢ini 4 %.

2.4.5.3 Opakovatelnost N-NO3 spektrofotometricky

Opakovatelnost byla vypoc¢itana pomoci programu EffiValidation z paralelnich stanoveni.

Tabulka 17. Opakovatelnost N-NOs spektrofotometricky.

Prumér méreni

Opakovatelnost

Rel. Opakovatelnost

5,381

0,069

1,28

20

Jako prakticka hodnota opakovatelnosti byla zvolena hodnota 4 %.

2.4.5.4 Nejistota N-NOs spektrofotometricky

Nejistota byla vypocitana pomoci programu EffiValidation z paralelnich stanoveni.
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Tabulka 18. Nejistota N-NOs spektrofotometricky.

Charakteristika Hodnota
Vypoctend hodnota 5,381
St, nejistota 0,069
Rel, st, nejistota (%%) 1,3
Faktor pokryti 1,96
Rozsitena st, nejistota 0,135
Rel, rozsifena nejistota 2,5

Jako prakticka hodnota nejistoty byla zvolena hodnota 8 %.

Metody jsou urCeny pro vyssi obsahy N-NHs a N-NOs v hnojivech, kdy je tfeba vzorky
mnohonasobn¢ tedit (obvykle 100 X), proto nebyly urCovany meze detekce a stanovitelnosti.

Pro oba parametry lze doporucit pouziti téchto metod od koncentrace 0,3 %.

3 Zavér

Stanoveni N-NHs tlakovym vzduchem a spektrofotometrické stanoveni N-NH4 poskytuji shodné
vysledky.

Stanoveni N-NOs vypoctem a spektrofotometrické stanoveni N-NO3 poskytuji shodné vysledky.

Spektrofotometricka stanoveni N-NHs a N-NOs piedstavuji velmi efektivni alternativu

k standardnim destila¢né titranim a titracnim metodam. Jsou vyrazné rychlejs$i a méné pracnd.
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