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Usttedni kontrolni a zkuSebni tstav zemédélsky, Narodni referenéni laboratof, Regionalni
oddéleni Brno, Hroznova 2, 656 06 Brno
martina.bolechova@ukzuz.cz

1 Souhrn

V laboratofi NRL-RO Brno byla zavedena metoda pro stanoveni cholekalciferolu (vitamin
D3) v krmivech. Metoda piipravy vzorku vychizi znormy CSN EN 12821 (560047).
Zpracované vzorky se analyzuji ultra-t¢innou kapalinovou chromatografii s tandemovou
hmotnostni spektrometrickou detekci (UPLC-MS/MS). Tato metoda je vhodna pro stanoveni
vitaminu D3 V premixech, v mineralnich krmivech a v kompletnich krmnych smésich

obsahujicich 1 méné nez 2000 m.j./kg vitaminu Ds.

2 Uvod

NRL-RO Brno kontroluje deklaraci o mnozstvi cholekalciferolu (vitaminu D3) v premixech,
minerdlnich krmivech a v kompletnich krmnych smésich (KKS). MnozZstvi tohoto vitaminu
se V jednotlivych kontrolovanych komoditach 1isi. V premixech je obvyklé zastoupeni
vitaminu D3 V fadech statisicii m.j./kg a v mineralnich krmivech v fadech desetitisicti m.j./kg.
Kompletni krmné smési obsahuji nejméné vitaminu D3, (maximalné 10000 m.j./kg), pfi¢emz
nejcastéjsi koncentraéni vyskyt je v této matrici v rozmezi od 2000 m.j./kg do 5000 m.j./kg.
Mnozstvi vitaminu D3 v KKS upravuje legislativa a 1isi se podle druhu zvitete, pro které je
krmivo ur¢eno [1]. V piipadé poziti krmiva s pfili§ vysokym obsahem vitaminu D (napf.
vitamin D3 nebo vitamin D7) mlzZe dojit k poSkozeni zdravi zvifete s ndsledkem smrti vlivem

tzv. hyperkalcémie.



Vitamin D3 se stanovuje v NRL-RO Brno podle akreditovaného postupu, ktery vychazi
z normy CSN EN 12821 (560047) [2]. Pro stanoveni celkového obsahu vitaminu D3 se vzorek
nejdiive zmydelni hydroxidem draselnym s néslednou extrakci do hexanu. Obsah vitaminu D3

se stanovi chromatograficky pomoci UPLC-MS/MS.

Metoda stanoveni byla v prvni fazi optimalizovana pro analyzu vitaminu D3 Vv premixech
a v mineralnich krmivech, tj. v materidlech s vysokymi obsahy vitaminu D;. Tato metoda
vsak nebyla vhodna pro analyzu kompletnich krmnych smési, kterd se vyznacuji vysokou
variabilitou a slozitosti a zaroven velice nizkymi obsahy vitaminu D3. Pivodni méfici metoda
byla proto ptepracovana tak, aby bylo mozné ovéfeni deklarovanych obsahti vitaminu D3

vV kompletnim krmivu s obsahem pod 2000 m.j./kg.

Cilem prace bylo zavést metodu pro stanoveni vitaminu D3, kterd bude spliiovat potiebna
identifikacni kritéria [3] na hladiné alesponi 2000 m.j./kg a umozni jednoduchou kvantifikaci
nizkych obsahti vitaminu D3 v KKS.

3 Material a metody

Seznam pouzitych chemikalii a ¢inidel, pfiprava vzorkl k analyze a koncové stanoveni jsou
uvedeny v JPP Zkouseni krmiv, postup 10271.1 [4], ktery je zvefejnén na www.ukzuz.cz.
Sledovanym analytem je cholekalciferol (vitamin D3). Podminky méfeni uvadgji tabulky 1
az2.

Tabulka 1. Chromatografické podminky UPLC stanoveni.

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 um)
Nastrik 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 mravenéi a ImM mraven¢an amonny vV methanolu
Prutok mobilni faze 0,4 ml/min

0 min (90 % B) — 2 min (98 % B) — 2,9 min (98 % B) — 3 min
(90 %B) — 5 min (90 % B) — 10 min (10 % B)

QGradient mobilni faze




Tabulka 2. Podminky stanoveni pro Xevo TQ MS Waters.

RT (min) | Prekursorion (m/z) | CV (V) | Produktovyion (m/z) | CE (V)

Vitamin D3 559 3 12

2,27 385,4 22 247 4 1

4 Vysledky a diskuse

4.1 Selektivita metody

Jednim z dtleZitych valida¢nich parametrl je selektivita stanoveni. Selektivita je definovana
jako schopnost metody selektivné zméfit validovanou vlastnost, tzn., Ze vliv potencidlnich
interferentl je nevyznamny. V hmotnostni spektrometrii je mirou selektivity hmotnostni
spektrum, které je charakteristické pro kazdou latku. Selektivita detekce je splnéna v piipadé,
7ze pom¢r intenzity sledovanych iontl zlstdvd zachovan u standardu i realnych vzorku.
Pfitomnost charakteristickych iontli a jejich pomér jsou dilezitd identifikacni kritéria
pro potvrzeni identity sledované latky. V ptipad¢é analyzy vitaminu D3 se v MRM (multi
reaction monitoring) médu pivodné sledovaly dva prechody (m/z 385,4 — m/z 367,3 a m/z
3854 — m/z 259,3) a jejich vzajemny pomé&r. Mezi identifikac¢ni kritéria se v piipadé
stanoveni zahrnujici chromatografickou separaci fadi také reten¢ni ¢as (RT) [3]. Pfi analyze
realného vzorku byla po aplikaci pomalého pritoku mobilni faze (0,4 ml/min) zvysena vedle
citlivosti také chromatograficka separace, diky niz bylo moZzné pozorovat vyznamné ovlivnéni
kvantifikaéniho MRM ptechodu (m/z 385,4 — m/z 367,3) matrici, jak je patrné z obrazku 1.
Ackoliv je pik analytu ve vzorku pii m/z 367,3 (Vz 367,3) stale v tolerovaném 2,5% rozmezi
retenéniho Casu standardu (Std 367,3 a Std 259,3) [3], je zde patrna koeluce nékolika piku,
viditelnd nad druhym pikem m/z 259,3 (Vz 259,3) ve vzorku. Pii kvantifikaci vyuZivajici
ptechod m/z 3854 — m/z 367,3 by tedy mohlo dojit k nadhodnoceni obsahu analytu

ve vzorku.
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Obrazek 1. MRM prechody pro sledovani vitaminu D3 ve vzorku (Vz 367,3 a Vz 259)
a ve standardu (Std 367,3 a Std 259,3).

Piivodni kvantifikaéni ptechod m/z 385,4 — m/z 367,3 odpovidajici ztraté molekuly vody byl
shledan nespecifickym pro stanoveni vitaminu D3 ve slozitych matricich jako KKS a bylo
nutné nalézt jiny piechod, ktery by nebyl ovlivnén koextrakty pfitomnymi v téchto matricich.
Z produktového spektra iontu m/z 385,4 (obrazek 2) byl vybran piechod m/z 385,4 — m/z
2474,
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Obrazek 2. Produktové spektrum iontu m/z 385,4.



Nasledna analyza vzorkll kompletnich krmiv potvrdila nespecifi¢nost ptechodu m/z 385,4 —
m/z 367,3 (obrazek 3) a zarovenn moznost pouziti iontu m/z 259,3 ke kvantifikaci a iontu m/z
247.4 ke konfirmaci pro sledovani vitaminu D3 vV kompletni krmné smési, nebot’ jejich pomér

zustava v redlnych vzorcich zachovan.
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Obrazek 3. MRM prechody pro sledovani vitaminu D3 ve vzorku kompletni krmné
smési.

4.2  ZvySeni citlivosti metody

Mez stanovitelnosti, nebo také limit kvantifikace (LOQ), je troven, nad kterou lze vérohodné
provést kvantitativni stanoveni. Mez stanovitelnosti pivodni metody (3200 m.j./kg) byla
vhodna pouze pro ucely sledovani vitaminu D3 v premixech av mineralnim krmivu, kde
se hodnoty tohoto analytu pohybuji nad 10000 m.j./kg. Pro kontrolu obsahu vitaminu Dj
v KKS bylo nutné limit kvantifikace snizit alespot na 2000 m.j./kg [1].

Chromatografické podminky byly optimalizovany s cilem zvysit citlivost metody. Nejdiive
byl testovan vliv pratoku mobilni faze (MF). SniZzenim pritoku z plivodni hodnoty
0,65 ml/min na 0,4 ml/min doSlo k nartistu odezvy na dvojnésobek (obrazek 4). Poté

nasledovalo testovani vlivu slozeni MF. Byly testovany tii typy MF:

A: 0,1% CH3COOH v H,0 a 0,1% CH3COOH v MeOH (ptivodni slozeni),
B: 0,1% HCOOH v H,0 a MeOH;

C: 0,1% HCOOH v H,0 2 0,1% HCOOH + 1mM HCOONH, v MeOH.

Na zvySeni citlivosti méla nejvyznamnéjsi vliv MF obsahujici aditivum Kyselinu mravenci
a jeji amonnou sil (C) (obrazek 5). Experimentalné byl tedy opét prokazan pozitivni vliv

kyseliny mravenci na zvySeni signdlu analytu pfi elektrosprejové ionizaci pfi detekci kladnych



iontd (ESI"). Modifikovana metoda umoznila snizeni limitu kvantifikace z 3200 m.j./kg
na 500 m.j./kg.
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Obrazek 4. Testovani vlivu priitoku MF na intenzitu signalu.
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Obrazek 5. Testovani slozeni MF.

A —-0,1% CH3COOH v H20 a MeOH (pivodni sloZeni),
B -0,1% HCOOH v H20 a MeOH,

C-0,1% HCOOH v H20 a 0,1% HCOOH + 1ImM HCOONH4 v MeOH.



4.3 Nejistota stanoveni

Stanoveni nejistoty vychazi z vicenasobného méfeni vitaminu D3 v krmivu s obsahem
500 m.j./kg, tj. sobsahem v oblasti limitu kvantifikace (tabulka 3). RozSifena nejistota
odpovidda smeérodatné odchylce dat stanovenych pro hodnoceni piesnosti vyndsobené

faktorem pokryti 2. Pozadavek na nejistotu byl splnén [3].

Tabulka 3. Nejistota stanoveni.

Méfeni 1 2 3 4 5 6 RSD (%)

m.j./kg 462,1 596,6 453,3 374,9 380,3 403,9 18,6

4.4 Kvantifikace vitaminu D;

V piipadé¢ LC-MS analyz je vlivem ionizace pozorovan matricni efekt (ME). Jedna
se 0 ovlivnéni signalu analytu pfitomnosti matrice. Koncentrace vypoctena z externi kalibrace
v rozpoustédle tak muize byt nadhodnocend nebo podhodnocena v zavislosti na tom, jestli
se uplatiiuje tzv. pozitivni nebo negativni ME. Z hlediska komplexnosti matrice jsou
mineralni krmiva a premixy pomérné jednoduché matrice. Ke kvantifikaci vitaminu D3 mize
byt snadno pouzita externi kalibrace v rozpoustédle, nebot’ 1ze ptipadné ME snadno oSetfit.
Diky vysokému obsahu vitaminu D3 v premixech a mineralnich krmivech a zaroven nizkému
limitu kvantifikace se muze extrakt napiiklad zfedit, pficemz dochazi ke sniZzeni obsahu

matri¢nich koextrakti, a tim k eliminaci ptipadnych ME.

Tento pfistup vSak nelze aplikovat v pfipadé€ ptipravy vzorku KKS pro LC-MS/MS analyzu
vitaminu D3. Krmné smési predstavuji rtiznorodé viceslozkové matrice s nizkymi obsahy
vitaminu Ds, u jejichZ pfipravy k analyze se Casto vyuziva zkoncentrovani extraktu, které
vede zaroven ke zkoncentrovani matri¢nich koextraktli zptsobujicich ME. V takovém ptipadé
je kvantifikace pomoci externi kalibrace v rozpoustédle zcela nevhodna. Stale vSak existuje

nekolik kvantifikacnich ptistupt, které 1ze vyuzit.

Jednim z nich je kvantifikace na externi kalibraci v matrici. Tento zplsob kvantifikace je
ovSem nejen komplikovany, ale navic nepokryje variabilitu krmnych smési, ve kterych

se vitamin D3 stanovuje.

DalSim kvantifikaénim pfistupem je pouziti standardniho pfidavku. Jedna se o spolehlivou

metodu kvantifikace vhodnou pro vzorky s vysokou variabilitou sloZeni, jejichz hlavnimi




nevyhodami jsou zvySena ¢asova a finan¢ni naro¢nost, nebot’ je nutné provést analyzy ve vice

opakovanich a s ptidavky standardu vitaminu Ds.

Tretim kvantifikanim pfistupem je pouziti interniho standardu (IS). Predpoklady

pro spravnou funkci IS je splnéni nasledujicich kritérii: latka ma byt

Q) stabilni,

(i)  dobfe misitelna se vzorkem,

(iii)  strukturné podobna analytu,

(iv)  sretenénim ¢asem, ktery je shodny nebo velice podobny RT sledovaného analytu,
(V) nepiitomna ve vzorku pted analyzou.

Pro testovani metody IS pii kvantifikaci vitaminu D3 v KKS byly vybrany nasledujici
sloueniny: izotopové znaCeny deuterovany analog vitaminu D3 (Ds-vitamin Ds)

a ergokalciferol (vitamin D).

Po optimalizaci MRM podminek pro sledovani Ds-vitaminu D3 a vitaminu D, byla zjistovana
linearita kalibra¢ni kiivky zévislosti poméru plochy piku vitaminu D3 a aplikovaného IS

na koncentraci vitaminu D3 (tabulka 4).

Tabulka 4. Linearita kalibra¢nich zavislosti v rozsahu koncentraci vitaminu D3 (2,5 — 250)
ng/ml.

Plocha piku (vitamin D3/IS) Kvantifikaéni MRM (m/z) R’

Vitamin Da/- 385,4 — 259,3 0,999655
Vitamin D3/Ds-vitamin Ds 385,4 — 259,3/388,4 — 247,1 0,999464
Vitamin D3/Ds-vitamin D3 385,4 — 259,3/388,4 — 370,2 0,999053
Vitamin Da/Ds-vitamin D3 385,4 — 259,3/388,4 — 259,1 0,999926
Vitamin Da/Vitamin D, 385,4 — 259,3/397,2 — 271,1 0,996272
Vitamin Da/Vitamin D, 385,4 — 259,3/397,2 — 379,2 0,986569

Tabulka 4 uvadi vedle korela¢nich koeficientd kalibracnich zavislosti s IS pro srovnani také
hodnotu pro externi kalibraci nativniho vitaminu Dj3;. Podminka linearity byla splnéna

ve vSech pfipadech pouziti interniho standardu s vyjimkou pouziti nespecifického MRM
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ptechodu m/z 397,2 — m/z 379,2 pro ergokalciferol odpovidajicimu ztraté molekuly vody.
Pro ucely kvantifikace vitaminu D3 v krmnych smésich metodou IS byl vybran Ds-vitamin
Ds. Vitamin D; nebyl shledan vhodnym pro tyto ucely z divodu jeho ptirozeného vyskytu
v nékterych krmnych materialech, napiiklad v KKS pro dribez (obrazek 6). Identifikace
ergokalciferolu prob¢hla na zadklad¢ specificity MRM piechodi, standardniho piidavku

a porovnanim retencnich Casu se standardem.
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Obrazek 6. Potvrzeni pritomnosti ergokalciferolu standardnim pridavkem ve vzorku
krmné smési pro dribez.

4.5 Ovéreni spravnosti stanoveni vitaminu D3

Ovéfeni spravnosti stanoveni vitaminu D3 v krmnych smésich bylo provedeno pomoci IRM
ALVA 2011 (tabulka 5). Jedna se o KKS pro kraliky. Ukazatelem spravnosti metody bylo

zvoleno z-skore, které je pocitano podle nasledujiciho vztahu:

Z'Sk(,)re = (X|ab - Xref)/Gp (1)
kde

Xiab - .. j€ namétend hodnota
Xref ... je pridélend hodnota

Gp ... Je smérodatnd odchylka pro dany parametr



Kvantifikace byla provedena tiemi zpusoby. Tabulka 5 zahrnuje vysledky ziskané metodou
standardniho pfidavku a metodou externi kalibrace s korekci ME pomoci interniho standardu
(Ds-vitamin D3 a ergokalciferolu). Referen¢ni obsah vitaminu D3 v IRM — ALVA 2011 byl
(1354 + 639) m.j./kg. Povoleny rozsah z-skore je v intervalu -2 az 2.

Tabulka 5. Ovéreni spravnosti pomoci IRM — ALVA 2011.

Metoda
Kvantifikace standardniho IS (Ds-vitamin D3) IS (vitamin D,)
pridavku
Kvantifikacni produktovy | 554 3 2471 | 3702 | 2591 | 2711 | 3792
ion (m/z)
Stanoveny obsah vitaminu | 6, 1776 | 1840 | 1880 | nd. | nd.
D3 (m.j./kg)
z-skore 0,42 0,66 0,76 0,82 X X

n.d. ... nedetekovan

Metoda standardniho pfidavku a metoda vnitiniho standardu s pouzitim Ds-vitaminu Dj
poskytla spravné vysledky (tabulka 5). Z méteni spravnosti dale vyplynulo, Ze ergokalciferol
neni vhodné pouZit jako IS pro kvantifikaci vitaminu D3, nebot’ jej vlivem sloZitosti matrice

nebylo mozno ve vzorku detekovat.

4.6  Analyza krmnych surovin Zivoc¢iSného piivodu

Krmné smési jsou obecné tvofeny ¢tyfmi zakladnimi slozkami: obilovinami, bilkovinnou
slozkou, mineralnimi latkami a vitaminovym premixem. Tyto smési mohou v nékterych
ptipadech obsahovat v rizném mnozstvi krmné suroviny zivo¢isného ptivodu, jako naptiklad
masokostni, rybi nebo krevni moucky. Zivo&isny podil mize pfirozené obsahovat nékteré
slouceniny, kterymi se zaroven kompletni krmivo pfi vyrobé obohacuje. Je tedy
pravdépodobné, Ze se nekteré doplitkové latky mohou vyskytovat v kompletnim krmivu nad

deklarovanym mnozstvim.

Pro potvrzeni této uvahy byla béhem optimalizace provedena pilotni studie na pfitomnost
vitaminu D3 ve vzorku rybich moucek, které mohou byt soucasti krmnych smési naptiklad
pro psy a kocky. Provedend analyza potvrdila pfitomnost vitaminu D3, a to v mnoZstvi
od 3328 m.j./kg do 13328 m.j./kg. Je-li tedy do krmiva s deklarovanou hodnotou vitaminu D3

2000 m.j./kg davkovéano napiiklad 5 % rybi moucky s pfirozenym obsahem vitaminu D3
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13328 m.j./kg, celkové mnozstvi vitaminu D3 je 2670 m.j./kg krmiva. Je mozné, ze krmna
smés s pridavkem zivocisné slozky obsahujici pfirozené vitamin D3 a s nadavkovanym
vitaminem D3 ve formé premixu, mize obsahovat vy$si mnozstvi vitaminu D3 nez je jeho

deklarovana hodnota.

5 Zavér

Prace byla zaméfena na optimalizaci podminek stanoveni vitaminu D3 v KKS s vyuzitim
UPLC-MS/MS systému. Optimalizovana metoda je charakterizovana nizkymi limity
kvantifikace a specificitou detekce. Zavedeni IS eliminujictho ME umozZiuje jednoduchou

kvantifikaci analytu v riznorodych KKS. Metoda byla dale ovétena pomoci IRM.

Validované parametry spliovaly legislativni pozadavky [3]. Vyvinuta metoda je tedy vhodna

pro stanoveni vitaminu D3 v krmivech.

Vysledky pilotni studie analyzy rybich moucek poukazaly na pfirozenou ptitomnost vitaminu
D; vtéchto zivociSnych tkénich. Miuze tak dochazet k navySeni mnozstvi vitaminu Ds

Vv kompletnich krmnych smésich, vyrobenych s ptidavkem této slozky.
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Stanoveni obsahu dusitanu a dusi¢nanu

v silazich a senazich

Eva Fojtlova

Ustiedni kontrolni a zkuSebni tstav zemé&dglsky, Narodni referenéni laboratof, Regionalni
oddé€leni Brno, Hroznova 2, 656 06 Brno
eva.fojtlova@ukzuz.cz

1 Cil prace

Odbor krmiv pozadoval stanoveni obsahu dusitanti a dusi¢nand. Pro jednotlivé druhy krmiv
udava platna legislativa pouze obsah dusitand (vyjadieny jako obsah dusitanu sodného),
pfi¢emz v silazich a senazich neni jeho obsah limitovan vibec. Proto se prace zaméfila
na vyvoj metody na stanoveni obsahu dusitanti ve vSech druzich krmiv, které jsou uvedeny
Vv legislative.

Maximalni obsah dusitani jako neZadouci latky pro jednotlivé typy krmiv byl stanoven
v dobé fteSeni této prace Smérnici Evropského parlamentu a Rady 2002/32/ES ze dne
7. kvétna 2002 o nezadoucich latkach v krmivech. Ptfiloha 1 uvadéla maximélni povolené

limity pro obsah dusitant takto: pro rybi mouc¢ky 60 mg NaNO,/kg, pro kompletni krmné
smési 15 mg NaNO,/kg.

V roce 2010 Smérnice Komise 2010/6/EU ze dne 9. unora 2010 zménila ptilohu 1 Smérnice

2002/32/ES a stanovila povolené obsahy dusitanti v krmivech takto:

e krmné suroviny S vyjimkou rybi moucky 15 mg NaNO,/kg,

e rybi moucka 30 mg NaNO,/Kkg,

e kompletni krmiva s vyjimkou krmiv pro psy a koc¢ky 15 mg NaNO,/kg,

e u kompletnich krmiv pro psy a kocky s obsahem vlhkosti piesahujicim 20% neni
obsah limitovan,

e obsah dusitant neni limitovan v silazich.

Natizeni komise EU ¢. 574/2011 ze dne 16. cervna 2011 dale zménilo pfilohu 1 smérnice
2002/32/ES a uvadi tyto limity:
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e krmné suroviny s vyjimkou rybi moucky 15 mg NaNO,/kg,

e rybi moucka 30 mg NaNO,/Kg,

e kompletni krmiva S vyjimkou krmiv pro psy a koc¢ky 15 mg NaNO,/kg,

e U kompletnich krmiv pro psy a kocky s obsahem vlhkosti pfesahujicim 20% neni
obsah limitovan,

e obsah dusitand neni limitovan v silazich a ve vyrobcich a vedlejSich vyrobcich

Z cukrovky a titiny cukrové a z vyroby Skrobu.
2 Material a metody

Prvni fazi prace byla zaméfena na stanoveni dusitanii pomoci iontové chromatografie.
K zavedeni metody byl vybran soubor vzorki, ve kterém byly zastoupeny kompletni krmné

smeési pro prasata a dritbez a rybi moucky.

Pii zavadéni metody se vychizelo z CSN EN 12014-4 Potraviny — Stanoveni obsahu
dusi¢nanti a/nebo dusitani — Cast 4: IC metoda stanoveni obsahu dusi¢nanti a dusitant
ve vyrobcich z masa. Dale se vychazelo z aplika¢niho listu ¢. 112 od firmy Dionex:
Determination of Nitrate a Nitrite in Meat Using High-Performance Anion —Exchange
Chromatography.

Princip metody spociva v tom, Ze dusitany se ze vzorku extrahuji teplou vodou, vodny roztok
se Cisti bud’ pomoci pfidavku acetonitrilu nebo pomoci SPE kolonek plnénych silikagelem
snavazanymi C18 skupinami. Dusitany obsazené v roztoku se stanovi pomoci iontové

chromatografie a UV detektoru pii vinové délce 205 nm.

Vzorky byly analyzovany na Iontovém chromatografu ICS 3000 od firmy Dionex.
Sestava chromatografu obsahuje tyto moduly:

AS - Autosampler AS40,

DP - isokratické a gradientové Cerpadlo, mixer, degaser,

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

ampérometricky detektor, supresor,
EG - eluent generator,
UV VIS detektor, typ AD 25.

K separaci byla pouzita aniontova kolona AS11 HC s ptislusnou predkolonou AG 11 HC.
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Byl pouzit eluent generator s naplni KOH. Mobilni faze byla generovana v koncentraci
od 2mM KOH do 100 mM KOH. K detekci se pouzival UV VIS detektor, vinova délka
205 nm. Piky byly identifikovany porovndnim jejich retencnich Cast s retencnimi Casy piki

standardnich roztokti. Kvantitativni vyhodnocovani se provadélo pomoci externi kalibrace.

Déle byla pro stanoveni dusitanii ovéfovana spektrofotometricka metoda. Vychazelo se
z metody uvedené ve Sborniku metod VD LUFA a z metody uvedené v CSN EN 12014-3
Potraviny — Stanoveni obsahu dusi¢nanti a/nebo dusitani — Cast 3: Spektrofotometrické
stanoveni obsahu dusi¢nani a dusitani ve vyrobcich zmasa po enzymatické redukci

dusi¢nanil na dusitany.

Princip metody spo¢iva v tom, Ze dusitany ve vodném extraku vzorku reaguji s kyselinou
sulfanilovou (diazotace) a s N-(naphtyl 1)-ethylendiamoniumdichloridem (kopulace)

za vzniku barevné slouceniny, ktera se méti spektrofotomericky pti vinové délce 550 nm.

Extrakty byly méfeny na UV VIS spektrofotometru Cary 50 Varian.

2.1 Chromatograficka metoda

211 Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.

1. Voda, (ultracista).

2. Acetonitril.

3. Zakladni standardni roztok dusitanu, ¢ = 1,000 g/l. Dodavé se komer¢né.
4. Pracovni roztok 1., 0 koncentraci 100 mg NO?/I.

Piiprava: 10 ml zakladniho standardniho roztoku (3) se pipetuje do 100ml odmérné
banky a doplni se vodou (1) po znacku. Roztok je pfi teploté 4 °C staly 1 tyden.
5. Pracovni roztok II., o koncentraci 10 mg NO?/I.

Ptiprava: 10 ml pracovniho roztoku I (2.1.4) se napipetiuje do 100 ml odmérné

banky a doplni se vodou po znacku. Roztok se pfipravuje v den pouziti.

2.1.2  Pristroje a pomicky

1. Analytické vahy s ptesnosti 0,0001 g.
2. Magneticka michacka.
3. Filtra¢ni papir.
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4, Membranové¢ filtry, porozita 0,45 pm a 0,22 um.

5. Iontovy chromatograf ICS 3000 (Dionex) seluent generatorem a naplni KOH
a UV detektorem.

6. Aniontova analyticka kolona, AS11-HC s ptedkolonou AG 11-HC (Dionex).

7. SPE kolonky (napi: Supelco Supelclean ENVI-18, Dionex On Quard Il RP).

2.1.3  Pracovni postup

Extrakce a pred¢isténi

Do 150ml konické baiky se piesné navazi asi 10 g vzorku, piida se 50 ml vody (1) o teploté

(60 — 70) °C a micha se na magnetické michacce 15 min.

Obsah bariky se kvantitativné prfevede do 200ml odmérné banky a po vytemperovani se doplni
vodou (1) po znacku a promicha. Roztok se filtruje nejprve pies papirovy filtr, potom
pfes membranovy filtr s velikosti pori 0,45 um. V ptipadé, Ze filtrat neni Ciry, filtruje se jeste

ptes membranovy filtr s porozitou 0,22 pm.

Prefiltrovany vodny extrakt se dale cCisti pomoci SPE kolonky, vzorek se jima piimo

do vialky. Pfi praci s kolonkou se postupuje podle pokynti vyrobce.
Pro slepé stanoveni se misto navazky vzorku pouzije 10 ml vody (1).
Celé analyza vcetné méfeni na iontovém chromatografu musi byt provedena béhem jednoho

pracovniho dne.

Méreni na ICS 3000

Nastaveni chromatografickych podminek

Chromatografické podminky se nastavi podle hodnot uvedenych v tabulce 1.
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Tabulka 1. Chromatografické podminky.

Kolona AS11-HC (2 x 250) mm

Ptredkolona AG11-HC (2 x 50) mm

Teplota kolony 25°C

Detekce UV, 205 nm

Objem nastiiku 25 ul

Pratok 0,35 ml/min

Eluent 2 mM KOH (1. - 15.) min
60 mM KOH (16.— 26.) min
2 mM KOH (27. — 42.) min

Kalibrace
Kalibrac¢ni roztoky se pfipravi fedénim pracovniho roztoku I (4) a pracovniho roztoku II (5).

Piipravi se 5 az 10 kalibra¢nich roztoku tak, aby pokryvaly co nejrovnomérnéji zvoleny

koncentraéni rozsah. Postupuje se napiiklad tak, jak je dale uvedeno pro rozsah (0,1 — 2) mg/I.

Do fady 100ml odmérnych banék se pipetuje (1; 3; 5; 8; 10) ml pracovniho roztoku IT (5 )
al,5 ml, 2 ml pracovniho roztoku I (4 ). Banky se doplni vodou (1) po znacku a dobie
se promichaji. Ziska se tak fada kalibra¢nich roztoki o koncentracich (0,1; 0,3; 0,5; 0,8; 1,0;
1,5; 2) mg NO?/I.

Kalibra¢ni roztoky se pfipravuji v den pouZiti.

Po nastaveni chromatografickych podminek a ustileni chodu iontového chromatografu
se prom¢fi kalibracni roztoky. Ze ziskanych dat se sestroji kalibra¢ni kiivka. Pro kvantitativni

vyhodnocovani se pouziva jeji linedrni ¢ast.

Méfeni vzorku
Po kalibraci pristroje se za stejnych podminek zméfti vzorek.

Dusitany se identifikuji porovnanim reten¢nich ¢ast pikd roztoku vzorku s retenénimi Casy

pikl roztoku standardu. Pro kvantitativni vyhodnoceni se pouzije metoda vnéj$iho standardu.

Nekteré vzorky mohou vyzadovat upravu koncentrace eluentu nebo teploty na koloné, aby

doslo k rozliSeni dusitanového piku od pikit neznamych komponent vzorku.
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Vypocet a vyjadiovani vysledki

Obsah dusitanti ve vzorku X v mg/kg se vypocte podle vztahu

X =V x Alm

kde

X je koncentrace dusitani ve vzorku v mg/kg,

\Y celkovy objem extraktu v ml,

A koncentrace odectena z kalibra¢ni kiivky v mg/I,
m hmotnost zkuSebniho vzorku v g.

2.2  Spektrofotometricka metoda

221 Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.

1. Voda, (ultracista).
2. Hydroxid sodny.
3. Hydroxid sodny, 2% roztok.

Ptiprava: Do 100ml odmérné banky se navazi 2 g hydroxidu sodného (2) a rozpusti
se ve vodeé (1). Po vytemperovani se doplni vodou po znacku a promicha.

4. Siran zine¢naty heptahydrat.
5. Siran zine¢naty, ¢ = 0,42 mol/l.

Ptiprava: Do 100ml odmérné banky se navazi 12 g siranu zine¢natého (4), rozpusti
se ve vode (1), doplni po znacku a promicha.

6. Kyselina chlorovodikova, 35% w/w.

7. Hydroxid amonny, 26% w/w.
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10.
11.

12.

13.
14.

15.

16.

17.

18.

Pufrovaci roztok, pH (9,6 — 9,7).

Pfiprava: Do 1000ml odmérné banky se nalije asi 500 ml vody (1), ptida se 20 ml
kyseliny chlorovodikové (6) a 50 ml hydroxidu amonného (7). Po vytemperovani
se doplni vodou po znacku a promichd. Pomoci pH metru se zméti pH a v ptipade
potieby se upravi na pozadovanou hodnotu pfidavkem kyseliny nebo hydroxidu.

Kyselina sulfanilova.

Kyselina octova, 96% w/w.
Kyselina octova, 60% w/w.
Kyselina sulfanilova roztok.

Piiprava: 1 g kyseliny sulfanilové (9) se rozpusti v 70 ml vody (1) a prida se 30 ml
kyseliny octové (10). Roztok se skladuje pti pokojové teploté.
N-(naphtyl 1)-ethylendiamoniumdichlorid.

N-(naphtyl 1)-ethylendiamoniumdichlorid roztok.
Pfiprava: Do 100ml odmérné banky se navazi 0,1 g N-(naphtyl 1)-
ethylendiamoniumdichloridu a rozpusti se v kyseliné octové (11). Roztok

se uchovava v lednicce a je staly jeden tyden.

Vybarvovaci €inidlo.

Piiprava: Stejné mnozstvi roztoku kyseliny sulfanilové (12) a N-(naphtyl 1)-
ethylendiamoniumdichloridu (14) se smicha bezprostiedné pied pouzitim.

Dusitan sodny.
Zékladni standardni roztok dusitanu sodné¢ho o koncentraci 500mg/1.

Piiprava: Do 500ml odmérné bainky se navazi 250 mg dusitanu sodného (16),
rozpusti se ve vod¢ (1), ptida se 100 ml pufrovaciho roztoku (8), doplni se vodou (1)
po znacku a promichd. Roztok je pfi teploté 4 °C staly jeden tyden.

Pracovni standardni roztok dusitanu sodného o koncentraci 5 mg/I1.

Ptiprava: Do 100ml odmérné banky se napipetuje 1 ml zékladniho standardniho

roztoku (17) a doplni se vodou (1) po znacku.
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2.2.2  Pristroje a pomiicky

1. Analytické vahy s ptesnosti 0,0001 g.
2. Magneticka michacka.

3. Vodni lazen.

4. Spektrofotometr Cary 50 Varian.

5. Filtra¢ni papir.

2.2.3  Pracovni postup

Extrakce

Do konické banky se navazi 10 g vzorku, ptida se 70 ml vody (1), 12 ml roztoku hydroxidu
sodného (3) a obsah se 5 min promichava pomoci magnetické michacky. Poté se pomoci pH

papirku ur¢i pH suspenze. Pokud je nizsi nez 7, upravi se jeji hodnota na pH 7 az 8.

Batika se umisti na vodni lazefi vytemperovanou na 50 °C a 30 min se zahiiva s obasnym
michanim a protfepavanim. Potom se pfida 10 ml roztoku siranu zine¢natého (4), promicha

a necha se jest¢ 10 min na vodni 1azni.

Po vyjmuti z vodni 1azné se vzorek ochladi na laboratorni teplotu a kvantitativné se pievede
do 200ml odmémé banky, doplni vodou (1) po znacku a promicha. Filtruje se, pfi¢emz

prvnich 20 ml filtratu se nepouzije.

Stejnym postupem se provadi slepé stanoveni bez navazky vzorku.

Kalibrace

Do tady 50ml odmérnych banék se pipetuje (0; 1; 2; 4; 6; 10) ml pracovniho standardniho
roztoku dusitanu sodného (18). Do kazdé barky se ptida 9 ml pufrovaciho roztoku (8), 5 ml
kyseliny octové (11) a bezprostfedné nato 10 ml vybarvovaciho roztoku (15). Baiky se doplni
vodou (1) po znacku, promichaji a nechaji stat v temnu 25 min.

Koncentrace v bankach jsou (0; 0,1; 0,2; 0,4; 0,6; 1) mg NaNO4/I.

Po této dobé se zméti absorbance roztoku pii 550 nm, pficemz roztok o obsahu 0,0 mg
NaNO-/I slouzi jako srovnavaci.

Z naméfenych hodnot se sestroji kalibra¢ni piimka.
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Méreni vzorku

10 ml filtratu se napipetuje do 50ml odmérné banky a v nasledujicim pofadi se piida 9 ml
pufrovaciho roztoku (8), 5 ml kyseliny octové (11) a bezprostiedn¢ nato 10 ml vybarvovaciho
roztoku (15). Potom se banka doplni vodou (1) po znacku, promicha se a necha stat v temnu
25 min. Po této dob¢ se zméii absorbance roztoku pii 550 nm.

Jestlize hodnota absorbance piekro¢i maximalni hodnotu pouzité kalibracni pfimky, analyza
se bud’ opakuje s mensi navazkou vzorku, nebo se filtrat nafedi. Nelze fedit konecny

vybarveny roztok

Vypocet a vyjadirovani vysledkii

Obsah dusitanu sodného X v mg/kg se vypocte podle vztahu

= ((Y-2) x 200)/m ) x F

je hodnota odectena z kalibra¢ni piimky v mg/l,
hodnota slepého stanoveni odeétena z kalibra¢ni piimky v mg/I,

navazka vzorku v g,

m 3 N < X

fedici faktor.

3 Diskuse a vysledky

3.1 Chromatograficka metoda

Povoleny obsah dusitani v krmivech se podle platné legislativy pohybuje v rozmezi (15 —
30) mg NaNO,/kg, to znamena (10 — 20) mg NO?/kg. Pi zvolené navaice a Fedéni
piedstavuji povolené limity koncentrace 0,5 mg NO?#/1 pro KKS a krmné suroviny a 1,0 mg

NO?/ 1 pro rybi moucky. Z toho vyplyva, Ze je nutno bezpetné stanovit koncentraci niz§i ne?
0,5 mg NO,/I.

Podle doporuceni firmy Dionex byla pouzita analyticka kolona AS11HC (4.2). Pouziti této
kolony v kombinaci seluent generatorem umoznilo vyzkouSet celou fadu variant

chromatografickych podminek, zejména koncentraci elu¢niho ¢inidla.

Pouziti eluent generatoru také umoznilo procisténi kolony po kazdém nastiiku.
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Z vodného extraktu vzorku je nutno pfed nastiikem na IC odstranit vSechny latky, které
jednak mohou rusit vlastni stanoveni a také latky, které sice vlastni déleni nerusi, ale

zpisobuji svym charakterem nevratné poskozeni analytické kolony.

Organické latky byly z vodného extraktu odstranény jednak pomoci acetonitrilu a jednak
pomoci SPE kolonek. Cisténi pomoci acetonitrilu se ukézalo jako malo u&inné. Bylo
vyzkouseno nékolik typt SPE kolonek specialné urcenych pro iontovou chromatografii
(Macherey-Nagel PS-RP, Supelco Supelclean ENVI-18, Waters Sep-Pak Plus C18, Dionex
On Gard Il RP). Nejlépe se osvédcily kolonky Dionex On Gard II RP a Supelco Supelclean
ENVI-18.

Mezi ionty, které rusi stanoveni dusitantl, patii zejména chloridy.

Norma CSN EN ISO 10304-1 Jakost vod - Stanoveni rozpusténych aniontii metodou
kapalinové chromatografie iontii — Cast 1: Stanoveni bromidii, chloridi, fluoridii, dusicnanii,
dusitanui, fosforecnanit a sirani, ktera se podrobné zaobira stanovenim aniontil ve vodnych
roztocich (odpadnich vodach), uvadi jako rusivé vlivy, kdy uz neni dosaZzeno pozadovaného
rozliSeni (R > 1,3), maximalni koncentraci chloridi pro UV detekci 500 mg/l a pro CD
detekci 100 mg/l. Aplikacni list 112 firmy Dionex uvadi pro UV detekci maximalni
koncentraci 400 mg CI7/I.

Koncentrace chloridii ve vodnych extraktech vzorkd krmiv je znaéné rozdilna, tak jako
samotny charakter vzorkidl (suroviny rostlinného plivodu, rybi moucka, kompletni krmné
smési) a pohybuje se v fadech desitek mg/l (napt. pro objemové krmivo, pSenici) aZ po téméf
1000 mg/I (napft. rybi moucky).

Za optimalni koncentraci pro bezpe¢né déleni a tudiz spravnou identifikaci pikt byla zvolena

koncentrace 2 mM KOH. Jedna se o koncentraci velmi nizkou, coz ma za nasledek pomalou

eluci a tudiz také nizkou citlivost.

Byla provedena kalibrace a na zaklad¢ ziskanych parametrli (smérnice kalibraéni piimky
»vySka piku — koncentrace®, maximalni kolisani nulové linie) byly pomoci EFFI

VALIDATION 3 vypocteny meze detekce a meze stanovitelnosti.
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Obrazek 1. Chromatogramy standardu dusitani (0,1 — 2,0) mg/l.
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1 13,33  gusitany Lin 3] g8 9178 0,0000 00154 0.0000 |
2 2085 dusienany Lin ] 8 7615 0.0000 0.0653 0.0000
} .
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Obrazek 2. Kalibraéni p¥imka pro koncentraéni rozsah (0,1 — 2,0) mg NO?/I.
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Tabulka 2. Mez detekce a stanovitelnosti — vyhodnoceni.

ANALYTICKA METODA - voda - Stanovenl anlontl - lontova chromatogral

EffiChem

m‘r“udluoﬂ |9t|“‘,'i VAUb‘.CEli g

PARAMETR Meza ro signdlu slepého pokusu v chromatografil

VALIDOVANA VLASTNOST:

VYHODNOCENI:
Méfani na mezi delekce Méfeni na mezi stanovitelnast| Valdovana viasinos! na mezl Vahidovana viaainos! na mez:
detekce stanovitelnost
0.003 0.01 021808 0,72683

Zavér: Mez detstanovitel, je 0,003 resp. 0,01, Val.viastnosti na mezi det./stanovitel, je 0,21898 resp. 0,72983.

Mez stanovitelnosti 0,730 mg NO, /I, to je 14,590 mg NO, /kg (21,90 NaNO_/kg) je pro ucely
laboratofe piili§ vysoka. Nutno oviem podotknout, ze norma CSN EN 12014-4 Potraviny —
Stanoveni obsahu dusicnanii a/nebo dusitanii — Cast 4: IC metoda stanoveni obsahu
dusicnanii a dusitanit ve vyrobcich z masa, ze které se vychazelo, byla validovana pro obsahy

nad 40 mg NO,/kg.

Na obrazku 3 a 4 jsou uvedeny chromatogramy realnych vzork.

Obrazek 3. Chromatogram vz. ¢. 531 — KKS pro kraliky.

Chromatogram 1- vzorek 531, chromatogram 2 - vzorek 531 spikovany , chromatogram 3 - spike (standard)
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Obrazek 4. Chromatogram vz. ¢. 414 — rybi moucka.

Chromatogram 1- spike, chromatogram 2 - vzorek 414 , chromatogram 3- vzorek 414 spikovany

Negativni pik chloridd byl u vzorku ¢. 414 natolik vyrazny, ze znemoznoval stanoveni

dusitant (koncentrace chloridii ve vyluhu byla 840 mg/1).

Chloridy je mozno z extraktu odstranit popfipad¢ snizit jejich koncentraci pomoci specialnich
SPE kolonek pro iontovou chromatografii. Jedna se o silné katexy v Ag® formé. Byly
vyzkouseny kolonky Macherey-Nagel PS-Ag*, Altech Extrakt —Clean™ SPE IC-Ag, Dionex
OnQuard 1T Ag/H. Vyrobce kolonek upozoriiuje na nizkou vytéZnost dusitand. Pfi jejich
pouziti dochazi k poklesu pH vzorku, a to mize mit za nasledek rozklad dusitand, které jsou
Vv kyselém prostiedi nestabilni. To se v praxi potvrdilo, a proto se od postupu upravy vzorku
pomoci SPE kolonek v Ag* formé ustoupilo. Kromé toho se doporucuje zatadit za SPE Ag*
dalsi SPE kolonky, jejichZ tkolem je odstranit stopy stiibra, které se mohou dostat do vzorku

a které poskozuji analytickou kolonu.

Pracnost a finanéni naroc¢nost takovéto ptipravy vzorku pted jeho nastfikem na kolonu je

povazovana za nepfiijatelnou.

V pribéhu méteni dochazelo k pomérné rychlému klesani citlivosti a selektivity kolony.

24



Soubor vlivi, které u takto slozitych matric poskozuji kolonu, se obtizné definuje.

Faktem je, Ze kolona byla permanentné pietézovana. V jednom nastfiku by nemélo byt vice
nez 10 nanomoll analytu, ale k fedéni vzorku (snizeni navazky) nebylo mozné pfistoupit,
protoze by se tim jeSté snizila koncentrace hledaného analytu. Hlavni rozpor je ve znacné

rozdilné koncentraci dusitant a ,,znecist'ujicich® latek.
Pti praktickém pouzivani kolony bylo zieteln¢ videét, jak jeji citlivost klesa.

Na obrazku 5 je zobrazena kalibra¢ni pfimka a v tabulce 3 jsou uvedeny odpovidajici meze
stanovitelnosti, kterych bylo dosazeno po asi 150 nastiicich realnych vzorkl. Oproti ptivodni

hodnoté¢ 0,730 mg NO;/l, se mez stanovitelnosti vlivem starnuti kolony zvysila na 1,15 mg

NO/I.

Ne Aot Time  Peak Nama  CalType Poinds Couoft.Det  Offamt Skope Curve

\ men . 3 ¥ - 1
[ 11 1o curnany r 1 G AABE YO0 % 0

'

|
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Obrazek 5. Kalibra¢ni primka.

Tabulka 3. Mez detekce a stanovitelnosti — vyhodnoceni.

ANALYTICKA METODA - krmiyo - Stanoven| cbsahu dustany 241

wé.wd.,l.w,“*'&“wc VA L'bA_C E-: Pina validace |

PARAMETFR; Meze 22 signdlu siepého pokusu v chromatograf

VALIDOVANA VLASTNOST

VYHODNOCENI:
Méfeni na mezi delakca Mafeni na mezi stanovielnost Validovana viastnast na mez: Valdovana viastnost na mezi
Sotakce stanoviteinasy
0.0023 0.01 0.34482 1,149432

Zavér: Mez detistanovitel. je 0,003 resp, 0,01. Val.vlastnosti na mezi det/stanovitel. je 0,34483 resp. 1,14843

Na obrazku 6 je chromatogram vzorku ¢. 371 — KKS pro prasata. Z obrazku je patrné, ze uz

nebylo pro dusitany dosazeno zadouciho rozliseni (R = 0,68).
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Obrazek 6. Chromatogram vz. ¢. 371 — KKS prasata.

Chromatogram 1- spike, chromatogram 2 - vzorek 371 , chromatogram 3- vzorek 371 spikovany

Vsechny vySe zminované skute¢nosti, zejména pak dosahovana mez stanovitelnosti, vedly

k ustoupeni od IC metody. Pozornost byla dale vénovana spektrofotometrické metodé.

3.2 Spektrofotometricka metoda

Vysledky ziskané spektrofotometrickou metodou byly statisticky zpracovany. Validaéni
parametry — uréeni pfesnosti, spravnosti, nejistoty, meze detekce a meze stanovitelnosti byly

vypocteny pomoci software Effivalidation od firmy Effichem.
Spravnost

Nebyl kdispozici certifikovany referencni material pro ovéfeni spravnosti metody.
K vyhodnoceni spravnosti byla pouzita metoda pro velky koncentra¢ni rozsah. Pro méfeni byl
pouzit vzorek s minimalnim obsahem dusitanti a za pomoci standardniho pfidavku dusitanu

sodného byly obsahy zméteny na nékolika koncentra¢nich trovnich.

Vysledky véetné vyhodnoceni jsou uvedeny v tabulkéch 4 a 5.
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Tabulka 4. Spravnost — naméfena data.

ol i | ANALYTICKA METODA: - krmivo - Stanoveni obsahu dusitand - - 24.11,2
EffiChem |
VALIDACE:  Pind validace

vour validation softwure

PARAMETR:  Spravnost: veiky koncantraénl rozsah - slepy pokus nenl k dispozici t-test

VALIDOVANA VLASTNOST: List 1

Jednotiy: mglkg
DATA:
Urover Popis Plidavek Méfenl 1 Méafeni2 Méfeni3 Méleni4 Méfeni5 Méfeni6 Méfeni 7 MéfeniB Méfeni 9 Méfeni 10
1 NaNQ2 0 0,86 075 0.7
2 5 594 577 5.82
3 10 10,51 10,67 1021
4 20 204 19,22 20

Tabulka 5. Spravnost — vyhodnoceni.

ANALYTICKA METODA: - krmivo - Stanovenl obsahu dusitani - - 24,11.2
VALIDACE:  Pina validace

EffiChem

your validution softw

PARAMETR: Spravnost velky koncentracnl rozsah - slepy pokus neni k dispozici: 1-lest

VALIDOVANA VLASTNOST: List1

VYHODNOCENI:

Uroves Popis Pfidavek Naméfeno VytéZznost Plesnost Interval spoiehlivost! Hypoléza
1 NaNO2 0 0 0 0,08185 -0,18553 - 0,18553 Phijata
2 5 50733 10146867 0,08737 488145 - 526521 Phijata
3 10 96933 9693333 0,23352 9,29673 - 10,08993 Plijata
4 20 19,1033 95518687 0,60011 18,13262 - 20,07405 Pfijata

Zavér: Analyticka metoda poskytuje statisticky spravné vysledky.
Presnost

Pro vypocet byla vyuzita paralelni méfeni. Naméfena data a vyhodnoceni jsou uvedeny
v tabulkach 6 a 7.
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Tabulka 6. Opakovatelnost - naméfena data.

‘I'Zl'['i(‘hcm

PR VALIDACE:  Pina validace

ur validation

PARAMETR: Opakovateinost: z paralelnich méfen|

VALIDOVANA VLASTNOST: List 1

ANALYTICKA METODA: - krmivo - Stanoven| obsahu dusitant - - 24.11.2

Jednotky: mgNaNO2/kg

DATA:

Uroved Popis Méfeni 1 Méfeni 2
1 432 rybl moutka 521 586
2 564 rybi moucka 2214 217
3 856 rybi moutka 412 4
4 1054 rybimoutka 448 4,18
5 1208 rybl moutka 393 47
6 1226 rybl moutka 3,16 29
7 522 rybi moutka 12,45 13,35
8 523 rybl moutka 4,79 4,42
9 525 rybl moutka 18,18 16,78

10 529 rybl moutka 10,03 6,43
1" 530 rybl moutka 375 387
12 1638 sladovy kvét 3,76 4,14
13 1640 stadovy kvét 551 568
14 1680 sladovy kvét 9,34 974
15 413 rybi moutka 399 429
16 414 rybi moutka 11,99 11,39
17 416 rybi moutka 7.16 6,49
18 447 rybimoucka 3,06 3,02
19 531 KKS kratici 20 3.07
20 347 KKS kralici med. 2,87 2,92

Tabulka 7. Opakovatelnost — vyhodnoceni.

VALIDACE: Pina validace

l“:,l'l'iﬁfhtm

PARAMETR: Opakovatelnost: 2 paralelnich méfeni

VALIDOVANA VLASTNOST: List 1

ANALYTICKA METODA: - krmivo - Stanoveni obsahu dusitand - - 24 11.2

VYHODNOCENI:
Primér méfeni Opakovateinost  Rel Opakovateinost

n

7,068 0,33011 466888

20

Zavér: Opakovateinost analytické maetody

je 0,33011 jednotek, . 4,67 %.
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Nejistota méreni

Pro vypocet nejistoty méfeni laboratoie Se pouzil vypocet z rozdilu paralelnich stanoveni.

Vysledky jsou uvedeny v tabulce 8.

Tabulka 8. Nejistota — vyhodnoceni.

You

wr vadidation soloware

ANALYTICKA METODA:
VALIDACE:  Nejistoty
PARAMETR:

- krmivo - Stanoveni obsahu dusiand - - 24.11.2

Nejistoty: z pfesnosti - paralelni méfen| k dispozici

VALIDOVANA VLASTNOST: List 1

VYHODNOCENI:

Charaktenstika Hodnota
Vypoétena hodnota 7,069
St. nejistota 0,33011
Rel. st nejistota (%) 466988
Fakior pokryti 1,96
Rozsifena si. ngjistota 0.64702
Rel rozéifend nejistota 9,15266

Zavér: Rozdifena st nejistota je 0,64702. Relativnl rozdifend nejistota je 9,15 %.

Mez detekce a mez stanovitelnosti

Mez detekce a mez stanovitelnosti byly vypocteny z kalibra¢ni piimky. Naméfena data

a vyhodnoceni uvadéji tabulky 9 a 10.

Tabulka 9. Mez detekce a stanovitelnosti — namérena data.

EffiChem

r validation solty

Vare

ANALYTICKA METODA:
VALIDACE:

Pina validace

- krmivo - Stanovenl obsahu dusdan( - -24 11.2

PARAMETR: Meze r kalibralni plfimky

VALIDOVANA VLASTNOST: List 1

Jednotky: mgh absorbance
DATA:
Uroven Popis Valvl. Méfeni1 Meéfeni2 Méleni3 Méfenid MéfeniS Méfeni6 Méfoni7 Méfeni8 MéfeniS Méfeni 10
1 NaNO2 0.1 0.0484 0.0484 0.0498
2 02 0,0871 0,0982 0,1013
3 04 0,1932 0,201 0,2035
“ 086 0,2904 0,2969 0,3022
5 1 04762 0,4906 0,5085
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Tabulka 10. Mez detekce a stanovitelnosti — vyhodnoceni.

ANALYTICKA METODA: krmivo - Stanoveni obsahu dusitanu - - 24.11.2

EffiChem

: : Pina validac
your yalidation softyare VALIDAGE e

PARAMETR: Meza z kallbra€ni pfimky

VALIDOVANA VLASTNOST: List1

VYHODNOCENI:
Méfeni na mezi delekce Méfeni na mezi stanoviteinost| Validovana viastnost na mezi Validovana viastnost na mez:
delekce sianoviteinosti
0,00903 0,013 0,01668 0,0262

Zavér: Mez del/stanovitel. je 0,00903 resp, 0,01371, Val.viastnost na mezi det./stanovitel, je 0,01668 resp.
0,0262.

Pro navédzku vzorku 10 g do objemu 200 ml a nasledném pétindsobném fedéni je mez

stanovitelnosti 2,62 mg NaNO,/kg.

4 Z.avér

V ramci prace byla hledana vhodnd metoda pro stanoveni obsahu dusitanti v krmivech.
Metoda iontové chromatografie se pro ucely laboratofe ukdzala jako nevhodnd, protoze
ziskané meze stanovitelnoti pfesahovaly povolené koncentrace dusitani v krmivech.

Metoda spektrofotometricka byla zvalidovana a zavedena do praxe. Od roku 2009 se touto

metodou analyzuje nékolik desitek vzorkd krmiv ro¢né.
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Vyvoj kalibracni rovnice na olej ve vzorcich maku

metodou FT-NIRS

David Ciimar, Radvana Sulovd

Ustiedni kontrolni a zku$ebni ustav zemédglsky, Narodni referenéni laboratof, Regionlni
oddéleni Brno, Hroznova 2, 656 06 Brno
david.cizmar@ukzuz.cz

1 Souhrn

Metodou FT-NIR spektroskopie byl vytvoien a optimalizovan kalibraéni model pro stanoveni
obsahu oleje v maku setém. VSechny vzorky pochazely z laboratofe odridového zkusebnictvi.
Ve vzorcich byl znam koncentracni obsah oleje ziskany pomoci laboratorni referen¢ni metody
(LRM). Vytvoreny kalibraéni model byl pak nasledné ovéfen pomoci Studentova t testu
na porovnani dvou analytickych metod. Vysledky ukazaly, ze metoda FT-NIR spektroskopie

je vhodna pro stanoveni obsahu oleje v maku setém.

2 Uvod

Na tizemi dne$ni Ceské republiky se mak zadal péstovat ve vétsim rozsahu pocatkem
19. stoleti, a to pievazné ve stfednich Cechach. V roce 2008 bylo touto plodinou oseto
historické maximum osevni plochy, kterd ¢inila celkem 70 tisic ha. Péstovani maku vSak

postupné nahradily vyhradné plodiny regulované Evropskou unii jako je napt. cukrova fepa.
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Graf 1.Vyvoj ploch produkce a vynosii maku setého v letech 2003-20112.

VTTNTE

[ B Skiziovaplocha = Produkce  —o—\Vjnos |

* Udaj: esky statisticky ufad

Témét vSechna produkce maku je uréena pro potravinaisky pramysl, makovina (makovice) je
vyuzivana ve farmaceutickém pramyslu.

Mak se Siroce pouziva pfedev§im pii piipravé makového peciva. Pres 4/5 produkce je
exportovano, piedev§im do slovanskych zemi, kde je mak tradi¢ni pochoutkou. V zapadnich
zemich se makové produkty casto pokladaji za nevhodné, protoze se castecné mylné
predpoklada, ze obsahuji ndvykové alkaloidni latky. V potravinaiském pramyslu je dilezité
mak sety kontrolovat na obsah morfinu a kodeinu. Hodnota téchto alkaloidi musi byt co
nejnizsi, a pro to je dilezité klast velky diraz na zralost semene béhem sklizn€. Nedozralé

A4

semeno maku zpravidla obsahuje vyssi koncentraci kodeinu, ktery ma sedativni ucinky.

V zemédelské praxi se vyuziva vyhradné mak jednolety (obrazek 1), jarni, i kdyz jsou znamy

1 odriidy ozimé, presivkové.
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Zemédé@lsky se mak sety ¢leni na:

e Maik opiovy — péstuje se hlavn¢ v Asii, Afganistanu a Vv Latinské Americe. Mk
opiovy se vyuziva pro vyrobu alkaloidi, jako jsou morfin, kodein a thebain, které
se ziskavaji z vytékajiciho bilého latexu (opia) z makovic.

e Maik semenny C¢ili olejny — péstuje se hlavné v Evropé a Asii. Ten se dale déli na mak
potravinaisky, péstovany piedeviim v CR i SR a primyslovy, p&stovany hlavné
v Turecku, Mad’arsku, SR, Francii, Spanélsku a Ukrajiné. Mimo Evropu pak hlavné

Vv Tasmanii a Indii.

Mak potravinaisky je v sou¢asné dob& hlavnim piedmétem Slechténi v CR. Jsou znamy
odridy makt olejnych sbarvou semen bilou, okrovou, rdzovou, cervenou, hnédou
stiibroSedou ¢i Sedou avSak nejcastéji modrou. Barva semene je rozhodujicim faktorem,
ktery ovlivituje dalsi vyuziti semene v pekarenskych vyrobcich a kuchyniské uprave.

Modré semeno se pouziva na bézné pekdrenské pecivo (rohliky apod.) a na tradi¢ni jidla
a pochutiny v ¢eské kuchyni. Modra barva maku nejvice garantuje ,,makovou vuni a chut™.
Bilé¢ semeno se liS$i od modrého hlavné chutovym projevem. Bilé semeno ma piichut
po ofiScich, a proto se pouziva jako jejich ndhrada v né€kterych pekaiskych a cukrafskych

vyrobcich.

V roce 2008 byla registrovana prvni odrida s okrovou barvou. Vyuziti je obdobné jako

u maku bilého.

Obsah oleje se uvadi jako doplinkové kritérium, protoze mak se na olej zpracovava ve velmi
malém méfitku. Makovy olej je svym sloZzenim mastnych kyselin podobny olejim

slune¢nicovym.

Obsah morfinu urcuje kvalitu makoviny z hlediska farmaceutického zpracovani.

3 Material a metody

3.1  Princip stanoveni vihkosti a oleje

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

do vzajemného poméru a ziskani regresni zavislosti.
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V nasledujici ¢asti je velmi stru¢né popsana klasicka laboratorni metoda mokré chemie,
pomoci které byly ziskany referen¢ni hodnoty pouzité pro kalibraci NIR spektrometru.
Vysledek referencnich hodnot v kalibraci je uvadén jako primér ze dvou paralelnich

stanoveni.

Stanoveni obsahu vlhkosti
Stanoveni obsahu vlhkosti a obsahu t&kavych latek vychazi z normy CSN EN ISO 665. Tato
norma je platna pro stanoveni vlhkosti v olejnatych semenech.®! Pouzivany postup, ktery

vychazi z uvedené normy, je sepsan v JPP TO postup 50010.1.F!
Obsah vlhkosti se stanovi vazkové jako ubytek po vysuseni vzorku pti 103 °C.

Stanoveni obsahu oleje

Stanoveni obsahu oleje vychazi znormy CSN EN ISO 659 4

. Tato norma je platna
pro stanoveni obsahu oleje Vv olejnatych semenech. Pouzivany postup, ktery vychazi

Z uvedené normy, je sepsan v JPP TO postup 50078.1."!

ZkuSebni vzorek se extrahuje petroletherem za ptredepsanych podminek. Obsah oleje
se stanovi vazkové po nésledném oddestilovani extrakéniho ¢inidla a vysuSeni ziskané¢ho

extraktu.

Definice vyrazu obsah oleje je nasledujici:
Jedna se o vSechny latky vyextrahované za podminek popsanych v této metod¢ a vyjadiené

V hmotnostnich procentech z produktu, tak jak byl obdrzen, nebo z vy¢isténych semen.

3.2 Stanoveni metodou NIR spektroskopie

Pro vytvofeni piesného NIR kalibracniho modelu je obecné zdkladnim pozadavkem
dostateny pocet analyzovanych vzorkd. Rozsah analyzovanych vzorkdi odriidového
zkusebnictvi klasickymi laboratornimi metodami (LRM) je mimotadny, UKZUZ je v ramci
CR zcela ojedinélym pracovi§tém zaméfenym na tento typ laboratorniho testovani. Pozadavek
na dostatecné mnozstvi vzorkli pro vytvoreni robustniho kalibra¢niho modelu byl spolehlivé
splnén. V ptipadé mdku setého bylo proméfeno celkem asi 100 vzorkd pro kalibraci
parametru na obsah oleje. Vzorky pouzité na kalibraci NIR spektrometru pochazely ze vSech

regionalnich pracovist UKZUZ a byly nashroméazdény za obdobi asi 2 let.

Vsechny vzorky méku pro stanoveni parametru olej nebyly pfed vlastnim méfenim upraveny
mletim. NIR spektra byla nasnimana v kiemennych kyvetach o priméru 12 cm v rezimu

reflektance. NIR méfeni byla provadéna v blizké infracervené spektralni oblasti piistrojem
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Nicolet Antaris s Fourierovou transformaci. Spektralni reflektance udavana jako pramér
ze 120 spekter byla zobrazena jako logaritmus inverzni reflektance (log 1/R) v rozsahu 4 000
— 10000 cm™ srozlisenim 2 cm™. Kazdy vzorek byl zméfen dvakrat, pro daldi vyvoj

kalibra¢niho modelu pak bylo pouzito primérné spektrum.

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

parametry ve vzorcich maku jsou uvedeny v tabulce 1.

Tabulka 1. SloZeni vzorki maku setého pouzitych pro kalibraci pristroje Nicolet Antaris
mérenych v reZimu reflektance.

Olej

(%ls)
Nk (pocet vzorkl) 100
Minimum 43,74
Maximum 51,72
Prameér 48,33

Dtlezitym ptedpokladem vytvoreni Usp&$ného kalibracniho modelu je dale skutecnost, Ze
laboratorni referenéni metoda pouzivana pro kalibraci NIR spektrometru musi byt dostate¢né
pfesna. Vysledky referencnich hodnot parametru oleje ziskané klasickou metodou mokré

chemie jsou prezentovany jako prumeér paralelnich stanoveni.

V prvnim kroku pted vlastni regresni tvorbou kalibra¢niho modelu byla na jednotlivé soubory
kalibracnich spekter (vzorkll) aplikovana matematicka korekce spekter SNV, ktera eliminuje
vliv velikosti ¢astic. Tento krok je velmi dulezity u vzorkd, které pied vlastni NIR analyzou
prosly upravou sitovanim nebo pro vlastni méfeni NIR spektroskopii nebyly pomlety.
Na takto upravenych NIR spektrech pro vSechny parametry byla provedena analyza hlavnich
komponent, ktera je vhodna pro detekci a ur¢eni odlehlych méfeni vzorkl (spekter). Metodou
hlavnich komponent (PCA) byla identifikovana odlehld méfeni, ale soucasné bylo ovéteno,
zda timto vyluCovanim nebyly oznaCeny dilezité kalibracni vzorky (extrémni body, které
mohou odpovidat napf. nové plodinové odriidé nebo koncentra¢ni abnormalite), ¢cimz by byla

sniZzena robustnost vytvareného kalibra¢niho modelu.
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Timto zplsobem upraveny kalibra¢ni soubor pro stanoveni obsahu oleje v maku setém
po vylouceni odlehlych méteni byla dale aplikovana regresni metoda PLS. Nésledn¢ byl
kalibracni model optimalizovan tak, aby poskytoval co nejvyssi hodnotu korelaéniho

cvwr

pii optimalnim poc¢tu latentnich proménnych (hlavnich komponent) v modelu.

V prubéhu tvorby kalibra¢niho modelu byl rovnéz proveden vybér vhodnych vinovych délek
a to takovych, u kterych se absorpci zafeni v NIR spektru projevila ziejma korelace
s laboratorni referen¢ni hodnotou. Vysledkem optimalizace kalibracniho modelu je ziskany
graf referencnich versus NIR predikovanych koncentraci (kalibrac¢ni zavislost, kalibracni

ktivka) a hodnota stfedni kvadratické chyby predikce RMSECYV a korela¢niho koeficientu R.

4 Vysledky a diskuse

Pro zjednoduseni a zrychleni analyzy metodou NIR spektroskopie byla pro vyvoj kalibrace
na dany parametr navrzena moznost vzorky pfed NIR méfenim neupravovat mletim a provést
analyzu celych semen nemletych vzorkt. VSechna méfeni laboratorni referencni metodou jsou
provadéna v laboratofi testovani odriid na pracovisti UKZUZ RO Brno. Vzorky maku pro
LRM jsou upraveny mletim na tfistivém laboratornim mlynku Eta Mira. Kalibra¢ni model
vytvofeny na celych semenech vzorkd maku na parametr olej byl velmi spolehlivy, obsahoval
vysokou hodnotu korela¢niho koeficientu R a velmi nizkou hodnotu stfedni kvadratické
chyby predikce RMSECV. Hodnota korelaéniho koeficientu R byla (0,98), resp. stfedni
kvadratické chyby predikce RMSECV (0,38).

Vytvoreny kalibra¢ni model pro parametr olej v méku, je graficky zobrazen na obrazku 2.
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Obrazek 2. Kalibra¢ni zavislost pro parametr olej (%o/s).

Koncentrace obsahu oleje je uvedena v % v susing.

Prehled ziskanych kvalitativnich parametra kalibracniho modelu stanovené regresni metodou

PLS pro parametr olej v maku je uveden v tabulce 2.

Tabulka 2. Kvalitativni parametry kalibra¢nich modeli vzorkd maku.

Parametr RMSECV R

olej (%l/s) 0,38 0,98

Legenda: RMSECV — stiedni kvadraticka chyba predikce (CV - pfi¢né validace); R —
korelaéni koeficient, vysledky RMSECYV jsou uvedeny v % piepoctenych na obsah susiny

Predik¢ni schopnost vytvoieného kalibracniho modelu pro stanoveni obsahu oleje ve vzorcich
maku byla ovéfovana na souboru nezévislych vzorkd, které nebyly zahrnuty do vyvoje
kalibracnich modeld. Naslednym porovnanim vysledkt ziskanych LRM a metodou NIR

spektroskopie na testovani shodnosti vysledkii se ovéfovala nulovd hypotéza, Ze rozdil

|)_c =X B| neni statisticky vyznamny na zvolené hladiné vyznamnosti o = 0,05. Pro testovani

shodnosti byl pouzit Studentiiv test t [, Vypogtena hodnota t testu byla porovnana s kritickou

(tabulkovanou) hodnotou t,. Ziskané vysledky tohoto porovnani jsou prezentovany v tabulce
3.
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Tabulka 3. Kvalitativni parametry porovnani 2 analytickych metod.

o o
Paramett (LRM) (NIR) (0.05)
Olej
(%15) 15 49,31 49,45 0,05 1,66 2,145

Legenda: k — pocet vzorkd; x, (LRM) — primérna koncentrace ziskana laboratorni referenéni
metodou; x, (NIR) — primérma koncentrace ziskana metodou NIR spektroskopie; o —

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

(tabulkovd) hodnota Studentova testu t

Z tabulky 3 je zfejmé, ze vypoctené hodnoty t pro olej jsou nizsi oproti tabulkové (kritické)
hodnot¢ t,. Z toho vyplyva, ze metoda NIR spektroskopie v porovnani s laboratorni referen¢ni
metodou poskytuje statisticky shodné vysledky pro stanoveni parametru olej ve vzorcich

maku setého.

5 Z7.avér

Na dostate¢né obsdhlém souboru vzorkd maku setého byl optimalizovan kalibraéni model
pro stanoveni parametru olej metodou FT-NIR spektroskopie. Z prezentovaného grafu
kalibra¢nich zavislosti a hodnot kvalitativnich parametri (RMSECV, R) vytvofeného
kalibraéniho modelu, je zifejmé, Ze hodnoty oleje stanovené laboratorni referenéni metodou

a predikované metodou NIR spektroskopie spolu vysoce koreluji (R = 0,98).

Zaroven bylo provedeno ovéteni predikéni schopnosti kalibraéniho modelu a tedy i porovnani
2 analytickych metod na zdklad€ rozdilid vysledkl ziskané obéma metodami. Prezentované
vysledky potvrdily vhodnost metody NIR spektroskopie a lze ji tak ji doporucit

pro predikovani obsahu oleje v maku setém.
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