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Vytvoieni nového postupu pro stanoveni obsahu celkovéeho
selenu metodou ICP-OES v mineralnich krmivech a
premixech.

Helena Holcova, Jaroslav Kroutil

1 Uvod

Selen je dulezitym prvkem ve vyzivé zvitat, ktery ma blahodarny vliv na jejich zdravi, spolu
svitaminem E se podili na odstranovani volnych radikald zbunék, ma velmi dobre
antioxida¢ni G¢inky, ma vliv na kardiovaskuldrni systém, pozitivné pasobi na plodnost
a je spojen se svalovou ¢innosti zvitat. Se je charakterizovan jako doplitkové latka v krmivech
a obsah Se je sledovan v ramci ufedni kontroly krmiv z hlediska dodrzovani maximalnich
limitd a dodrzovani deklarovanych obsaht vyrobcem.

Obsah selenu v minerélnich krmivech a premixech se v ONRL Opava stanovuje metodou
AAS-HG, v ONRL Brno se stanovuje metodou ICP-MS. Pro vysoké obsahy selenu, které jsou
stanovovany v mineralnich krmivech a premixech, nejsou tyto citlivé optické analytické
metody pfili§ vhodné, mineralizaty se musi ¢asto mnohonasobné fedit, ¢imz se do tohoto
stanoveni muze vnést vyznamna chyba. Zafizeni na generovani hydridu, které je pouzivano
v laboratofi ONRL Opava, je zastaralé. Citlivost ICP-OES spektrometru je obvykle
dostate¢na pro stanoveni obsahu selenu v mineralnich krmivech a v premixech. P#i zachovani
stavajiciho zptsobu mineralizace byl vytvofen a validovdn novy pracovni postup
pro stanoveni obsahu selenu metodou ICP-OES.

Pro stanoveni nizkych obsaht selenu v krmnych smésich se pouzivaji citlivé analytické
metody napt. HG-AAS nebo ICP-MS. Pro stanoveni vysSich obsaht je dostacujici metoda
ICP-OES. Cilem vyvojového Ukolu bylo na zakladé méfeni vybraného souboru vzorku
mineralnich krmiv a premixd s riznymi obsahy selenu, které byly mineralizovany podle
JPP ZK, postup 10280.1 - Stanoveni obsahu selenu metodou AAS-HG a postupem
¢. 10290.1 — Stanoveni obsahu selenu metodou ICP-MS, zpracovat postup méfeni selenu

metodou ICP-OES a tento postup validovat.
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3 Experimentalni ¢ast
3.1 Chemikalie

PouZivaji se chemikalie analytické ¢istoty, pokud neni uvedeno jinak.
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Kyselina dusi¢na, koncentrovana, HNOs, 65% (m/m).

Voda (deionizovand, demineralizovana nebo destilovana).

Kyselina sirova, koncentrovana, H2SOa4, 96% (m/m).

Peroxid vodiku, H202, 30% (m/m).

Zakladni standardni roztok selenu o koncentraci ¢ = 1000 mg/l. Dodava se komercné
od ovéfeného vyrobce, napt. Analytika s.r.o. Praha.

Argon, ¢istota 4.8 nebo vyssi.
Pristroje a pomiicky

Opticky emisni spektrometr s indukéné vazanym plazmatem, piipadné vybaveny
zvlhéovacem argonu nebo atomovy absorbéni spektrofotometr se zafizenim na
generovani hydrida

Mineralizaéni zafizeni s programatorem teploty a zpétnymi vodnimi chladici.
Laboratorni ultraodstiedivy mlyn, sita o velikosti ok 0,12 mm, pfipadn¢ 0,5 mm.
Analytické vahy s pfesnosti 0,0001 g.

Automatické davkovace, (1 —10) ml.

Plastové lahvicky, 50 ml nebo 100 ml.

Filtra¢ni papir stfedni hustoty.

Sklenéné odmérné barky se zatkami, (50 — 100) ml.

Automatické pipety s volitelnym objemem (100 — 5000) pl.

Postup

3.3.1 Priprava vzorku

Vzorek se umele na laboratornim mlynku s pouZitim sita 0,12 mm. Pokud to charakter vzorku

nedovoluje, pouZije se sito s velikosti ok 0,5 mm.

3.4 Mineralizace vzorku

3.4.1 Rozklad na mokré cesté v mineralizaénim bloku

Do mineraliza¢ni trubice se navazi asi 2 g vzorku s piesnosti 0,0001 g. Do trubice se opatrné

pomoci davkovace pitida 10 ml kyseliny dusi¢né (1), trubice se umisti do mineraliza¢niho

bloku a nasadi se zpétny chladi¢ a vzorky se nechaji alespot 16 h. Potom se smés zahiiva

pod zpétnym chladicem v mineralizacnim bloku postupnym nardstem teplot: 10 min

pii 100 °C, 10 min pii 140 °C a 90 min pii 175 °C.



Po ochlazeni smési Sse opatrné piidaji pomoci davkovace 2 ml kyseliny dusi¢né (1) a 1 ml
kyseliny sirové (3). Smés se opatrné zahiiva pod zpétnym chladi¢em 60 min pii teploté
175 °C. Po ochlazeni se po kapkach piidaji (3 + 1) ml peroxidu vodiku (4) a smés se zahiiva
10 min pti 140 °C. Po ochlazeni se obsah trubice kvantitativné prevede pres filtracni papir
do 50ml odmérné banky. Po vytemperovani se doplni vodou (2) po znacku a promicha se.

Stejnym zptisobem se piipravi slepy pokus bez navazky vzorku.

3.5 Priprava standardnich kalibra¢nich roztoki selenu

Pro stanoveni obsahu selenu se pouZiva externi kalibrace. Kalibra¢ni standardy se ptipravi
vhodnym nafedénim zakladniho standardniho roztoku selenu o koncentraci 1000 mg/I (5).

5 ml zékladniho standardniho roztoku selenu (5) se pipetuje do 50ml odmérné kalibrované
sklenéné banky, ptida se 1 ml Kyseliny dusi¢né (1) a doplni se po zna¢ku vodou (2).

Pripraveny pracovni roztok S1 obsahuje koncentraci selenu 100 mg/I.

Z takto pripraveného pracovniho roztoku S1 o koncentraci selenu 100 mg/l se do sady 100ml
sklenénych kalibrovanych odmérnych banék pipetuje (0; 0,2; 0,5; 1,0; 5,0; 10,0) ml, do kazdé
bariky se ptida 1 ml kyseliny dusi¢né (1) a banky se doplni po znacku vodou (2). Stejnym
zpusobem se piipravi nulovy kalibra¢ni roztok o koncentraci selenu 0 mg/l bez pipetovani
pracovniho roztoku S1. Ptipravené Kkalibraéni roztoky obsahuji koncentrace selenu (0; 0,2;
0,5; 1,0; 5,0; 10,0) mg/l.

Tabulka 1. Priprava standardnich kalibra¢nich roztoka selenu pro p¥ipravu kalibra¢ni

krivky.
Koncentrace Se Pipetovany objem (ml) pracovniho
v kalibraénich bodech roztoku S1 (100 mg/l) do 100ml
(mgll) odmérnych banék
0 0
0,2 0,2
0,5 0,5
1,0 1,0
5,0 5,0
10,0 10,0




3.6 Meéfeni metodou ICP-OES

Pristroj se nastavi podle doporuéeni vyrobce. Pro kazdy pfistroj je tfeba optimalizovat
zejména prutoky plynt, optimalni vySku pozorovani, vykon plazmy, vybér vhodné vinové
délky a odecet pozadi. Tyto parametry mohou vyznamné ovlivnit miru moznych interferenci
pii méteni.

Obsah selenu se méfi na vinové délce atomové ¢ary 196,090 nm.

Tabulka 2. Podminky méieni pro simultdnni ICP-OES spektrometr SpectroBlue
(SPECTRO, Némecko) s radialnim usporadanim plazmatu — piiklad nastaveni.

Typ zmlZovace Crossflow
Vykon plazmatu 1400 W
Priatok chladiciho plynu Ar 14,50 I/min
Pritok pomocného plynu Ar 1 1/min
Priitok Ar ve zmlZovaci 1 l/min

Otacky peristaltické pumpy

30 ot/min (rychly mod 63 ot/min)

Promyvaci ¢as vzorku 40 s celkem (rychly méd 10 s, normalni méd 30 s)

standard mode 3 x 36 s

Strategie integrace signalu

Tabulka 3. Podminky méieni pro simultdnni ICP-OES spektrometr Agilent 5100
s radialnim uspoiadanim plazmatu — priklad nastaveni.

Typ zmlZovace Koncentricky zn. Meinhard

Vykon plazmatu 1200 W
Pritok chladiciho plynu Ar 12 I/min
Pratok pomocného plynu Ar 1 I/min
Pritok Ar ve zmlZovaci 0,7 I/min

Otacky peristaltické pumpy 12 ot/min (rychly mod 80 ot/min)

Promyvaci ¢as vzorku 20 s celkem

Radial 3x5s

Strategie integrace signalu

ICP-OES spektrometr snima simultanné intenzitu profilu spektralnich ¢ar a pozadi v jejich
spektralnim okoli. Je potieba nastavit polohu odectu pozadi, které se fidi vzhledem samotného
piku analytu a jeho okoli. Odecéet piku analytu a jeho pozadi se upravi pro kalibra¢ni

standardni roztoky. Poté se vyladi pro realné vzorky, u kterych byva obvykle pik analytu




vyznamné ovlivnén matrici vzorku.

Po teplotni stabilizaci plazmatu se piistroj kalibruje s pouzitim ptipravené sady kalibra¢nich
standardti postupnym méfenim jednotlivych roztoku s rostouci koncentraci selenu. Kalibra¢ni

ktivka je zpravidla v celém koncentraénim rozsahu linearni.

Mineralizaty vzorkii se méti obvykle pfimo bez fedéni. Pii piekroCeni rozsahu kalibra¢ni

ktivky se mineralizaty vzorkt fedi matrici pouzitych kyselin pti mineralizaci vzorkd.

3.7 Vybér vzorkii a mineralizace

Byly vybrany vzorky mineralnich krmiv a premixt s riznymi obsahy selenu. Obsahy selenu
se pohybuji v rozmezi 9,68 - 98,0 mg/kg. Jako koncentra¢né extrémné vysoké vzorky byly
vybrany 2 vzorky premixt s deklarovanou hodnotou obsahu selenu 600 a 30 000 mg/kg.
Vybrané vzorky byly mineralizovany v laboratofich podle JPP ZK postup ¢. 10280.1,
paraleln¢ ve varkach soucasné se vzorkem minerdlniho krmiva IRM 1001 (interni referen¢ni

materidl) a 1-2 slepymi pokusy.

3.8 Méreni

Obsahy selenu byly v mineralizatech méfeny na ICP — OES spektrometru SpectroBlue
s radialnim uspofadanim plazmatu, na ICP — OES spektrometru Agilent 5100 s radialnim
uspofadanim plazmatu a pro pievod metody z AAS — HG na ICP — OES byly obsahy selenu
V mineralizatech méfeny dle JPP ZK, postup ¢. 10280.1 - Stanoveni selenu metodou AAS —
HG na pristroji Varian 200 s pouZitim zafizeni na generovani hydrida firmy Labtech.

Vysledky méteni obsahu selenu jsou uvedeny v tabulce 4.

Tabulka 4. Vysledky obsahii selenu naméiené na jednotlivych pristrojich.

Se mg/kg Se mg/kg Se mg/kg
Oznaceni vzorku ICP-OES ICP-OES AAS-HG
Agilent 5100 SpectroBlue Varian 200
SL.1V.509 0,145 0,228 -0,0158
SL2 V. 509 0,088 0,088 -0,03
SL1V.575 0,215 0,185 -0,038
SL2 V. 575 0,393 0,065 -0,145
SL1V.582 0,248 0,148 -0,109
SL2 V. 582 0,398 0,103 -0,142




IRM 1001/1 V. 509 33,75 36,89 35,03
IRM 1001/2 V. 509 34,17 36,96 35,25
IRM 1001/1 V. 575 33,92 35,34 35,92
IRM 1001/2 V. 575 35,11 37,18 36,35
IRM 1001/1 V. 582 34,90 36,35 39,7
IRM 1001/2 V. 582 34,69 36,22 34,62
1374/1 V. 509 26,08 28,73 25,02
1374/2 V. 509 27,53 31,38 25,13
1357/1 V. 509 41,26 50,43 41,07
1357/2 V. 509 41,29 49,42 40,07
1368/1 V. 509 87,38 95,04 91,85
1368/2 V. 509 91,16 97,815 87,37
200/1375/1 V. 509 23255 22194 21077
200/1375/2 V. 509 22358 21283 24275
1580/1 V. 575 29,37 31,57 28,75
1580/2 V. 575 30,34 32,86 30,22
1582/1 V. 575 71,14 71,67 79,22
1582/2 V. 575 67,32 69,61 69,4
1595/1 V. 582 8,41 9,674 nestanoveno
1595/2 V. 582 9,68 10,49 nestanoveno
1597/1 V. 582 23,74 25,75 25,64
1597/2 V. 582 23,57 25,06 24,52
10/1598/1 V. 582 648 644 603
10/1598/2 V. 582 667 634 620

4 Validacni parametry

VSechny valida¢ni parametry byly vypocteny a zpracovany softwarem EffiValidation 3.0.

4.1 T — test na spravnost vysledki

Byly porovnavany naméfené vysledky obsahu selenu stejnou metodou na ICP-OES Spectro —
Blue a na ICP — OES Agilent 5100.



Zaver: Srovnavané analytické metody poskytuji statisticky stejné vysledky.
Dale byly porovnavany naméfené vysledky obsahu selenu metodou ICP OES na pfistroji
Agilent 5100 a metodou AAS — HG na pfistroji Varian 200.

Zavér: Srovnavané analyticke metody poskytuji statisticky stejné vysledky.

4.2 Opakovatelnost z paralelnich stanoveni

Pro vypocet opakovatelnosti stanoveni byly vysledky namétenych obsaht selenu rozdéleny
do dvou koncentracnich hladin: < 50 mg/kg a > 50 mg/kg. Vypoctené a upravené
opakovatelnosti jsou uvedeny v tabulce 5.

Tabulka 5. Vypocltené a upravené opakovatelnosti.

Vypodltend Vypodtena Upravena Upravena
opakovatelnost opakovatelnost opakovatelnost opakovatelnost
pro obsah Se pro obsah Se pro obsah Se pro obsah Se
<50 mg/kg > 50 mg/kg <50 mg/kg > 50 mg/kg
5,37 % 2,15% 10 % 75 %

4.3 Nejistota méreni z paralelnich stanoveni

Pro vypocet nejistoty méteni byly vysledky namétenych obsahi selenu rozdéleny do dvou
koncentra¢nich hladin: <560 mg/kg a >50 mg/kg. Vypocétené a upravené nejistoty jsou
uvedeny v tabulce 6.

Tabulka 6. Vypoctené a upravené nejistoty.

Vypoétena nejistota
pro obsah Se
<50 mg/kg

Vypoétena nejistota
pro obsah Se
>50 mg/kg

Upravena nejistota
pro obsah Se
<50 mg/kg

Upravena nejistota
pro obsah Se
>50 mg/kg

10,53 %

421 %

15%

10 %

4.4 Mez stanovitelnosti

Mez detekce a mez stanovitelnosti byla vypoc¢tena z naméfenych hodnot slepych pokust.
Mez detekce: 0,389 mg/kg

Mez stanovitelnosti: 0,890 mg/kg

Upravena mez stanovitelnosti: 1 mg/kg




4.5 Spravnost méreni

Spravnost méfeni byla ovéfena méfenim referenéniho materialu se znamym obsahem selenu.
Byl pouZzit vzorek mineralniho krmiva pro vykrm prasat MK A2 Super IRM — 1302, ktery
prodel MPZ UKZUZ Brno, rok 2013, perioda 2. VVzorek byl mineralizovan v 3esti navazkach.
Vysledky naméfenych obsaht selenu jsou uvedeny v tabulce 7.

Jako dalsi ovéfeni spravnosti méfeni byla ucast v MPZ ALVA Krmiva 2018. Vzorek €.1. byl
mineralizovan ve ¢tyfech navazkach.

Vysledky z u¢asti v MPZ ALVA jsou uvedeny v tabulce 8.

Tabulka 7. Vysledky obsahi selenu IRM 1302.

Se mg/kg
Oznaceni vzorku ICP- OES
Agilent 5100

IRM 1302-1 9,55
IRM 1302-2 8,02
IRM 1302-3 8,59
IRM 1302-4 8,7
IRM 1302-5 8,68
IRM 1302-6 8,8
Referenéni hodnota 8,42
Referenc¢ni presnost 0,98

Zavér: Analytickd metoda poskytuje pro pouzity referenéni material spravné vysledky.

Tabulka 8. Vysledky obsahii selenu v MPZ ALVA.

Se Se Se Se

Vzorek mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg Median Median | Zscore
ICP-OES | ICP-OES | ICP-OES | ICP-OES | ICP-OES | (ALVA) | (ALVA)

SpectroBlue | SpectroBlue | SpectroBlue | SpectroBlue | SpectroBlue

1 60,1 62,0 60,4 60,7 60,6 63,1 -0,43

Zavér: Vysledky laboratofe vyhovuji vyhodnoceni poskytovateltt MPZ.




4 Zavér

Na souboru vzorkti mineralnich krmiv a premixi S riznymi obsahy selenu byla potvrzena
dostate¢na citlivost metody ICP-OES pro stanoveni selenu v téchto vzorcich. Byly splnény
vSechny poZadavky na valida¢ni parametry. Na zaklad¢ statistického zpracovani vysledka
naméfenych obsaht selenu je metoda ICP-OES vhodna pro stanoveni selenu v mineralnich
krmivech a premixech a postup ¢. 10282.1 Stanoveni obsahu selenu metodou ICP-OES

je zatazen do Jednotnych pracovnich postupit UKZUZ — zkoudeni krmiv.

5 Literatura

1. JPP UKZUZ - Zkouseni krmiv.
2. Navod k obsluze ICP-OES spektrometru SpectroBlue.
3. Navod k obsluze ICP-OES spektrometru Agilent 5100.



Pievedeni stanoveni persistentnich organickych polutanti
na novy GC-MS/MS systém

Petra Kosubova, Marta Seifertova

1 Uvod

Analyza persistentnich organickych polutanti se provadéla na UKZUZ od roku 2008
s vyuZzitim systému Trace GC Ultra spojenym s MS ITQ 1100 od firmy Thermo Scientific,
ktery byl pocatkem roku 2017 nahrazen novym systemem, plynovym chromatografem Trace
1310 spojenym s hmotnostnim spektrometrem TSQ 8000 Evo (Thermo Scientific). Cilem
prace bylo ptevedeni stavajicich metod na novy systém a jeho ovéfeni analyzou referenénich
materialil a ucasti v testech zpusobilosti.

Systétm GC-MS ITQ 1100 je vybaven hmotnostnim analyzatorem typu iontova past
a umoznuje identifikaci zkoumané latky pomoci opakované fragmentace. V roce 2017 byla
zminovana instrumentace nahrazena systémem GC-MS TSQ 8000 Evo s trojnasobnym
kvadrupdélovym analyzatorem, ktery pracuje v rezimu tandemové MS/MS a umoziuje velice
selektivni zpusob detekce oznaGovany jako MRM (multiple reaction monitoring), tj. sledovani
vybranych ionti vzniklych pii sekundérni fragmentaci v kolizni cele. Uvedeny métici mod
jeurCeny pro stopovou kvantitativni analyzu a je rutinné vyuZivan pti stanoveni rezidui
pesticidnich latek, organickych polutantt a dalSich latek v komplexnich matricich jakymi jsou
krmiva, rostliny, pudy, kaly, aj.

Oveéieni spravnosti funkce tohoto nového pristroje bylo provedeno pomoci analyzy refenénich
materiala IRM-776 (sediment), CRM-115 (krmivo) obsahujici rezidua polychlorovanych
bifenyld (PCB) a organochlorovych pesticidi (OCP) a dale SRM-2585 (domovni prach)
s certifikovanymi obsahy polybromovanych difenyletherd (PBDE) a dalSich POP. Zaroven
byly pomoci tohoto systému analyzovany vzorky sedimentti dodané v ramci testu zpisobilosti
SETOC 2017/1 na obsah polycyklickych aromatickych uhlovodiki (PAH).

3 Prakticka c¢ast
3.1 Material a metody

Standardy, chemikalie, laboratorni pomicky a vybaveni pro pfipravu vzorkd, postupy
ptipravy vzorku, pfistrojové vybaveni a podminky pro koncové stanoveni jsou uvedeny
v piisluinych JPP UKZUZ, postup ¢. 10580.1, 10590.1 a JJP UKZUZ, Analyza pud II kap.
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4.3a4.4 (PCB, OCP), kap. 4.5 (PBDE) a kap. 4.2 (PAH). V ramci VU byl pouzit GC-MS/MS
systém s detektorem: 1TQ 1100 vybaveny kolonou DB-XLB (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm)
a TSQ 8000 Evo podle typu analyti vybaveny dvéma kolonami DB-XLB (30 m x 0,25 mm x
0,25 pum) a DB-5MS (15 m x 0,25 mm x 0,10 pum).

3.2 Vysledky a diskuse

3.2.1 Ovéreni pomoci IRM-776

Vzorek sedimentu dodany do laboratofe v ramci testu zpuasobilosti SETOC (WEPAL —
Wageningen Evaluating Programmes for Analytical Laboratories), je vyuZivan jako interni
referen¢ni material s obsahem rezidui polychlorovanych bifenyli a organochlorovych
pesticidd. Na Obr. 1 je uveden graf znazornujici stanovené hodnoty (ng/g susiny) PCB a OCP
obsazenych v IRM-776, které byly ziskany pomoci pivodniho piistroje GC-MS ITQ 1100 v
letech 2014-2016 a nového systétmu GC-MS TSQ 8000 Evo pouzivaného od roku 2017,
Vsechny naméfené hodnoty koncentrace jednotlivych analytt nepiesahuji horni ani dolni
regulacni mez v konkrétnim regula¢nim diagramu. Na zakladé¢ téchto vysledki lze usoudit, Ze
soubor namétenych hodnot koncentraci jednotlivych analyzovanych latek v IRM-776 tvofi
stabilni systém, ktery nebyl ovlivnén ani zm&nou méficiho zatizeni.
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Obrazek 1. Graf znazoriujici hodnoty (ng/g susiny) PCB a OCP obsaZzenych v IRM-
776 naméiené pomoci GC-MS ITQ 1100 v letech 2014-2016 a GC-MS TSQ 8000 Evo
vr. 2017.
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3.2.2 Ovéreni pomoci CRM-115

Prevedeni métici metody pro stanoveni organochlorovych pesticidit bylo ovéfeno analyzou
certifikovaného referenéniho materialu CRM-115. Vysledky testu ukazaly, Zze GC-MS systém
TSQ 8000 Evo je plné funk¢ni a spliuje poZzadavky pro poskytovani spravnych vysledkt (viz
Obr. 2). Shoda (vytéznost) stanovené koncentrace s certifikovanou hodnotou koncentrace

organochlorovych pesticidi v CRM-115 je primérné 92%.
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Obrazek 2. Graf znazoriujici shodu stanovené koncentrace pomoci GC-MS TSQ 8000
Evo s certifikovanou hodnotou koncentrace organochlorovych pesticidi v CRM-115.

3.2.3 Ovéreni pomoci SRM-2585

Pievedeni méfici metody pro stanoveni PBDE bylo ovéfeno analyzou certifikovaného
referenéniho materialu SRM-2585. Vysledky testu ukézaly, Ze GC-MS systém TSQ 8000 Evo
je plné funkéni a spliiuje pozadavky pro poskytovani spravnych vysledki (viz. Obr. 3). Shoda
(vytéznost) stanovené koncentrace s certifikovanou hodnotou koncentrace PBDE v SRM-
2585 je prumérné 98 %.
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Obrazek 3. Graf znazornujici shodu stanovené koncentrace pomoci GC-MS TSQ 8000
Evo s certifikovanou hodnotou koncentrace PBDE v SRM-2585.

3.2.4 Uast v mezinarodnim testu zpiisobilosti SETOC 2017/1

Piiprava vzorkll sedimenti k analyze byla provedena standardnim postupem zahrnujicim
Soxhletovu extrakci horkym rozpoustédlem pomoci Buchi B-811 a frakcionaci
na silikagelové kolonce. Extrakty byly méfeny pomoci GC-MS systému TSQ 8000 Evo
v MRM mddu a kvantifikace byla provedena s vyuZitim isotopové znacenych PAH. Ziskané
vysledky poskytovaly vyhovujici z-skore v rozsahu -1,3 az 0,9 (Tab. 1).
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Tabulka 1. Hodnoceni vysledki (z-skdre) stanoveni PAH pomoci GC-MS TSQ 8000 Evo
ve 4 vzorcich sedimenta v rdmci SETOC 2017/1.

1 2 3 4
acenaphthene 0,4 -0,7 -0,4 -1,0
acenaphthylene -0,7 -0,6 -0,7 -0,9
anthracene 0,2 -1,0 -0,2 -0,2
benz(a)anthracene -0,4 -0,8 -0,9 -0,2
benzo(a)pyrene 0,8 -0,2 0,2 0,3
benzo(b)fluoranthene -0,9 -0,8 -1,3 -0,4
benzo(ghi)perylene 0,3 0,2 0,1 0,8
benzo(k)fluoranthene -0,8 -0,9 -0,7 -0,1
chrysene -0,4 -0,2 -0,8 0,2
dibenz(ah)anthracene -0,1 -0,2 -0,4 0
fluoranthene -1,0 -0,9 -1,0 -0,1
fluorene 0,5 -0,1 0,1 -0,1
indeno(1,2,3-cd)pyrene -0,1 -0,3 -0,2 0,3
naphthalene 0,2 0,9 -0,0 0,6
phenanthrene -0,3 -0,7 -0,8 0,1
pyrene -0,6 -0,6 -1,2 -0,3

4 Zavér
Vroce 2017 bylo uspésné provedeno navazani nového systému Trace 1310 GC
s hmotnostnim spektrometrem TSQ 8000 Evo do vybranych akreditovanych zkouSek
zaloZenych na méfeni analytt v MRM modu, tj. AZ 330 (stanoveni PCB a OCP), AZ 340
(stanoveni PBDE) a AZ 335 (stanoveni PAH).
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Verifikace postupu a tvorba JPP pro stanoveni obsahu inhibitoru
nitrifikace DMPSA v hnojivech metodou HPLC

Eva Curdovd, Ladislava Bene$eova

1 Uvod

Z Oddéleni hnojiv byl vznesen pozadavek na stanoveni obsahu nitrifika¢niho inhibitoru 2-
(3,4-dimethyl-1H-pyrazolu-1-yl) kyseliny jantarové (DMPSA) metodou HPLC v hnojivech,

kam je tento inhibitor davkovan.

Jako vhodny zptisob pro stanoveni DMPSA byl zvolen postup extrakce vzorku hnojiva
s naslednym stanovenim analytu metodou RP-HPLC s UV detekci. Byl vypracovan JPP
UKZUZ, postup &. 10274.1, ktery byl ovéien a validovan.

V soucasné dobé jsou zeméd¢lské postupy zaloZeny na pouZzivani dusikatych hnojiv, ktere
mohou vést k environmentélnim ztratam. Tyto ztrdty mohou nastat jako emise oxidu dusného
(N20) v dusledku mikrobialnich procest nitrifikace a denitrifikace. N2O spolecné s oxidem
uhli¢itym (COz) a metanem (CHi) jsou nejsilngjSi sklenikové plyny (GHG) spojené
se zemé&delskymi padami. Byly vyvinuty inhibitory nitrifikace (NI) s cilem snizit ztraty
dusiku (N) a zvysit ucinnost hnojiv. Jednim z nejcastéji pouzivanych NI je 3,4-
dimethylpyrazol-fosfat (DMPP), ktery se ukazal byt velmi vhodnym i pro doporuceny postup
ke zmirnéni emisi sklenikovych plyni pii zachovani vynosu plodin. V posledni dobé byl
vyvinut dalSi novy inhibitor nitrifikace, 2-(3,4-dimethyl-1H-pyrazolu-1-yl) kyseliny jantarové
(DMPSA) jako vhodna alternativa k DMPP (JPP UKZUZ 10273.1). Tento novy inhibitor
nitrifikace DMPSA sniZuje emise N2O na uroven neoSetieného kontrolniho stanovisté
(siranem amonnym), soucasné poskytuje stejny vytézek plodin z pole. DMPSA projevuje

stejné chovani jako DMPP ve vztahu k tokiim N0, stejné jako vynosu a kvalité psenice’.

Cilem tohoto vyvojového Ukolu bylo verifikovat navrzeny analyticky postup stanoveni
DMPSA (Obr. 1) metodou HPLC.
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Obrazek 1. Chemicky vzorec 2-(3,4-dimethyl-1H-pyrazolu-1-yl) kyseliny jantarové
(DMPSA).

Hac: ,C3H

3 Material a metody

3.1 Princip metody

Obsah DMPSA se stanovi ve vzorku po rozpusténi ¢i extrakci vodou metodou vysokouéinné
kapalinové chromatografie (HPLC) na reverzni fazi spouzitim UV detekce (RP-
HPLC/ UV).

3.2 Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.
1  Voda, ¢istota HPLC.
2  Acetonitril, ¢istota HPLC.
3  Kyselina fosforec¢n4, Cistota p.a 85%.
4 Standard DMPSA, CoH12N204, M; = 212,205 (Cistota > 99%).
5 Mobilni faze.
Ptiprava MF: V odmérné banice se smicha 900ml vody (1) a 100ml acetonitrilu (2)
a prida se 1ml kyseliny fosfore¢né (3). Roztok se odvzdu$ni na ultrazvukové lazni.
6 Z&kladni standardni roztok (ZSR) DMPSA, ¢(DMPSA)=100mg/I

Ptiprava: Do 1000ml odmérné baiiky se s piesnosti 0,1 mg navazi 100 mg DMPSA (4)

a rozpusti se ve vodé (1). Roztok se piipravuje vzdy Cerstvy.
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3.3 Pristroje a pomucky

HPLC zafizeni pro praci v izokratickém rezimu a UV detektorem.
Analytické vahy s piesnosti 0,1mg.

Automaticka pipeta v potiebném rozsahu.

Membranovy filtr 0,45 pm.

Magneticka michacka.

RP-HPLC separacni kolona Phenomenex, LUNA C18; 5 um; 250x4,6 mm
nebo podobna.

o o1 B o WN

4 Pracovni postup

4.1 Priprava extraktu
Do 1000ml odmérné banky se navazi asi 30 g zhomogenizovaného vzorku s presnosti 0,1 mg.
Piida se asi 900 ml vody (1), vzorek se rozpousti na magnetické michacce pii laboratorni
teploté a poté doplni po znacku vodou (1). Cast extraktu se prefiltruje pies skladany papirovy
filtr do vhodné sklenéné nadoby. Vzorek se vhodné ziedi vodou (1) tak, aby byl

piedpokladany obsah DMPSA v rozsahu kalibra¢ni kiivky (5 — 50) mg/l. Pied nastfikem

na kolonu se vzorek jesté piefiltruje pies membranovy filtr 0,45um.

4.2 Chromatografické stanoveni

Obsah DMPSA se stanovi metodou vysokoucinné kapalinové chromatografie na reverzni fazi

s pouzitim UV detekce.

Kalibrace
Priprava kalibracnich roztoku

Do sady 100ml odmérnych banék se pipetuje ZSR (6) podle tabulky ¢. 1, doplni se po znacku

vodou (1) a dikladné se promicha. Roztoky se piipravuji vzdy Cerstvé.
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Tabulka 1. Priprava kalibra¢nich roztoki pro DMPSA.

Kalibraéni bod Objem zakladniho standardniho c(DMPSA)
roztoku (6) (ml) (mg/l)
1 5
2 10
3 25
4 50

Sada kalibra¢nich roztokti odpovida koncentraci DMPSA 5; 10; 25 a 50 mg/l. Kalibra¢ni

roztoky se postupné davkuji na chromatografickou kolonu.

odpovidajicich jednotlivym kalibraénim roztokim, se sestroji kalibra¢ni kiivka.

Nameéfené hodnoty jsou uvedeny v tabulce ¢.2.

Tabulka 2. Vstupni data - Kalibra¢ni kfivka pro DMPSA v hnojivu.

Z hodnot ploch pikd,

Koncentrace standardu 2-(3,4- Plocha 1 Plocha2 | Plocha 3 Plocha 4
dimethyl-1H-pyrazolu-1-yl) kyseliny
jantarove (mg/l)
6,534 2,598 2,713 2,727 2,729
13,068 5,282 54 5,433 5,398
32,67 13,17 13,488 13,444 13,376
65,384 26,469 26,622 26,815 26,574
Kalibra¢ni pfimka DMPSA viz tabulka ¢. 3 a obrazek 2.
Tabulka 3.
Koncentrace
6,534 13,068 32,67 65,384
mg/I
Odezva (plocha)
2,589 5,282 13,170 26,469
mAU
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Obr. 2. Kalibra¢ni piimka DMPSA.

Calibration
Calibration Details DMPSA Y
Calibration Type Lin N Offset (CO) 0.0000 G
Evaluation Type Area 5 Slope (C1) 0,4046 A
Number of Calibration Points 4 N Curve (C2) 0,0000 2
Number of disabled Calibration Points 0 ~ R-Sguare 1,0000 i1
Calibration Plot DMPSA 2t
¥ 100 - DMPSA External UV_VIS_1 9
-
25,0 o
] =
20,0 E%
@ 1 T
k1507 ;
10,0 —
5,0 :
o'o: T T T T T T T
0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0 60,0 70,0
- Amount .
Calibration Results DMPSA N
Fo. Injection Name Calibration X Value Y Value Area Height ‘
Level mAU*min mAU
DMPSA DMPSA DMPSA DMPSA
Uv_VvIS 1 UV_VIS 1 UV_VIS 1 UV VIS 1
2 kal 01 6.5340 25895 2.589 5 606
3 kal 02 13.0680 52816 5.282 11.434
a Kkal 03 32.6700 13,1699 13.170 28.525
5 Kkal 04 65,3400 26,4687 26.469 57.260

Separa¢ni podminky HPLC
Kalibra¢ni roztoky i extrakty zkuSebnich vzorkti se méfi za nasledujicich separa¢nich

podminek chromatografického systému, které jsou uvedeny v tabulce ¢.4.
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Tabulka 4. Piiklad podminek chromatografického stanoveni.

Kolona C18, 4,6mm x 250mm, 5um nebo obdobna
Mobilni faze (5)

Priitok 1,0 ml/min

Teplota kolony laboratorni

Objem nastriku 20 pl

Reten¢ni ¢as 20 min

Doba analyzy 27 min

Detekce UV detektor, vinova delka 232 nm

Uvedené podminky jsou doporué¢ené, mohou byt pouzity i jiné podminky za piedpokladu, Ze

poskytnou rovnocenné vysledky.

Obrazek 3. Ukazka chromatogramu DMPSA.

§ 20150115_DMPSA #4 [manipulated] kal UV_VIS_1 WVL:232 nm
[ 1-DMPSA |
1| mAL ' 11 -DMPSA - 20,8240
|
250 ‘ ﬁ ‘
||
20,0
15,04
10,0
5.0
0,0 1
o} min
-5,0
19,18 20,00 21,00 22,00 23,00 2400 2457
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5 Vypocet
Obsah 2-(3,4-dimethyl-1H-pyrazolu-1-yl) kyseliny jantarové (DMPSA) ve vzorku, vyjadieny
hmotnostnim zlomkem v mg/kg (Wbwmpsa) se vypocte podle vztahu

Wbowmpsa=c¢ xV xVi/m x a1 , kde
¢ koncentrace 2-(3,4-dimethyl-1H-pyrazolu-1-yl) kyseliny jantarové v méfeném roztoku
vzorku (mg/l),

V celkovy objem extraktu (ml),

m hmotnost navazky vzorku (g),

V1 celkovy objem extraktu po nafedéni  (ml),

a1 alikvotni objem extraktu pouzity k fedéni (ml).

Pozn.

DMPSA existuje ve dvou izomerech, které maji fixni pomér. Oba izomery jsou stanoveny
touto metodou a k vypoctu se vyhodnoti suma ploch obou chromatografickych piki, viz
obr.3.

6 Vysledky a diskuse
6.1 Validace

Validace metody byla provedena na redlnych vzorcich hnojiva s vyuZitim valida¢ni zpravy
WI 188 TC 260:2016. V ramci validace byly hodnoceny parametry linearita, opakovatelnost

(pfesnost), spravnost, mez detekce a mez stanovitelnosti, citlivost a nejistoty méteni.

Linearita

Linearita byla ur¢ena z hodnot naméfenych kalibra¢nich standardd. Ziskané hodnoty, které
jsou uvedeny vtabulce ¢. 5, byly vloZzeny do programu EffiValidation 3.0. Linearita
kalibra¢ni zavislosti byla testovana pomoci metody ANOVA. Linearita byla ovéiena

v rozsahu koncentraci 6,5 — 65,3 mg/l. Vyhodnoceni je uvedeno v tabulce ¢.5.
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Tabulka 5. Linearita kalibraéni zavislosti: ANOVA.

Zdroj Suma ¢tverci | Pocet stupiii | Prumérna F F - Hypotéza
volnosti suma ¢tverci krit
Prolozeni 0,007 2 0,004 0,29 | 14,38 | Piijata
Opakovani 0,147 12 0,012

Tabulka 5. Linearita: Korela¢ni a QC koeficient.

Vypocéteny korelacni Testovany korela¢ni | Vypoéteny | Testovany | Hypotéza
koeficient (R) koeficient (R) QC QC

0,99985 0,99000 1,53 5,0 Piijata

Zavér: Linearita byla statisticky prokézana v rozsahu 6,5-65,3 mg/l pro 2-(3,4-dimethyl-1H-
pyrazolu-1-yl) kyseliny jantarové na zakladé metody ANOVA a na zakladé¢ hodnot

korela¢nich koeficientd.

Presnost a spravnost
Piesnost metody byla ovéfena stanovenim parametru opakovatelnost: po drovnich
zZ vicenasobného méfeni, ktera byla ur¢ena z méfeni 4 vzorka Ctyfikrat opakovanych (n = 4).

Opakovatelnost analytické metody je uvedena v tabulce ¢. 6.

Tabulka ¢. 6. Vyhodnoceni z programu EffiValidation: presnost (opakovatelnost).

Méi‘eni | MéFeni | MéFeni | MéFeni | Primér | Opako- Rel. opa- | Pozad. opa-
n 1 2 3 4 (mg/kg) vatelnost kovatelnost | kovatelnost
mg/k mg/k mg/k mg/k
(mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg) (mg/kg)
4 831,7 850,1 853,4 834,0 842,3 11,01 1,31% 5% rel.
4 | 1160,4 | 1152,3 | 1160,0 | 1151,8 | 1156,1 4,70 0,41% 5% rel.
4 | 18210 | 18344 | 18250 | 1773 | 1813,3 27,48 1,52% 5% rel.
4 | 38289 | 3828,9 | 3944,5 | 4200,0 | 3950,6 | 174,98 4,43% 5% rel.
Celkovy 88,76 2,44% 5% rel.
rozsah

Zavér: Presnost (opakovatelnost) analytické metody pro cely rozsah je 88,76 mg/kg, tj.
2,44% rel.
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Spravnost charakterizuje shodnost vysledkti méfeni validované vlastnosti s deklarovanou
studii
CEN/TC260/WG7:WI 00260188 - Determination of the nitrification inhibitor DMPSA, 2016

referenéni  hodnotou.  Spravnost metody byla ovéfena ve  validaéni
opakovanym m¢trenim 3 vzorku s deklarovanym obsahem na tfech koncentra¢nich hladinach.
Z naméfenych dat byla zpétné vypoctena vytéznost celé metody. Vypoctené hodnoty z udaju
uvedenych v tabulce ¢.6 jsou shrnuty v tabulce ¢. 7.

Namétena data byla vyhodnocena pomoci programu EffiValidation za pouZiti moznosti -

Spravnost: Omezeny koncentra¢ni rozsah - rekonstituce mozna.

Tabulka €. 7. Spravnost — vstupni data.

Popis Deklarovano| Naméieno | Naméieno | Naméfeno | Naméieno
(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) | (mg/kg) | (mg/kg)
Hladina 1 834 850,06 | 853,38 834,0 831,72
Hladina 2 1772 18344 | 182503 | 17720 | 1820,96
Hladina 3 4203 3828,90 | 382891 | 394447 | 42000
Tabulka €. 8. Vyhodnoceni — Spravnost: Omezeny koncentra¢ni rozsah-rekonstituce
moZzna.
Popis Deklarovano | Naméf. | VytéZnost | Piesnost | n | t-vyp.| t-Kkrit. | Hypotéza
(mg/kg) (mg/kg) [%]
Hiadina1| o4 8423 |10099% | 11,01 | 4 | 151 | 318 | Piijata
Hladina2 | 1772 1813,1 |10233% | 2748 | 4 | 301 | 318 | Prijata
Hladina3| 4203 3950,6 | 93,99% | 17498 | 4 | 289 | 318 | Piijata

Zavér: Analytickd metoda poskytuje statisticky spravné vysledky. Hypotéza o normalité byla

potvrzena.

Zavér: Analytickd metoda poskytuje statisticky presné a spravné vysledky.

Mez detekce a stanovitelnosti

Mez detekce (MD resp. LOD) je Uroven, nad kterou lze odezvu vzorku vérohodné odlisit
od odezvy slepeho pokusu, tzn., Ze nad ni lze provést kvalitativni stanoveni. Mez

stanovitelnosti (MS, resp. LOQ) je minimalni hodnota, nad kterou lze provést kvantitativni
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stanoveni. Meze (MD a MS) by meély byt vypocteny z velikosti hodnoty signalu slepéeho
pokusu. Bohuzel pracovisté nemélo k dispozici matrici hnojiva stejného slozZeni ale bez NI.
Proto meze byly stanoveny z kalibra¢ni kiivky standardu (viz tabulka ¢. 2). Naméiené
hodnoty byly zpracovany programem EffiValidation 3.0 za pouZiti mozZnosti: Meze

z kalibra¢ni pfimky. Jako MS byl zvolen vypocet z trojnasobné hodnoty MD.
Vypoctené hodnoty z tidaji uvedenych v tabulce ¢. 2 jsou shrnuty v tabulce ¢. 9.

Tabulka ¢. 9. Vyhodnoceni z programu EffiValidation.

Méreni | MeéfFenina | Validovana | Validovana Vypoétena MS MS
na mezi mezi _ vlastnogt na vlastnos_t na MS jako: ma/kg| %
detekce | stanovitelnosti mezi mezi MS= (3x MD)
(plocha) (plocha) detekce |stanovitelnosti

MD MS (mg/l) MS (mg/l) (mg/l)

MD
0,307 0,347 0,6074 0,7058 1,8222 60,74 | 0,0061
Vyhodnoceni:

Mez detekce — LOD = (0,60741x 1000)/30 = 20,247 mg/kg

Mez stanovitelnosti — LOQ = (0,7058 x 1000)/30 = 23,527 mg/kg

Vypocétena Mez stanovitelnosti — LOQ = (3 xLOD) = 60,741 mg/kg, respektive 0,0061 %.
Zavér:

LOD je 20,25 mg/kg a LOQ je 60,74 mg/kg, respektive 0,0061 % ve vzorku pfi navéazce 30 g
a celkovém objemu vyluhu 1000 ml.

Citlivost

Citlivost je zména odezvy vyvolana jednotkovou zménou koncentrace. Je dana smérnici
kalibracni pfimky. K uréeni citlivosti byla pouzita data uvedena v tabulce ¢. 2 a byla

vyhodnocena pomoci programu EffiValidation 3.0.

Zavér: Citlivost analytické metody dand smérnici kalibra¢ni piimky je 0,406.
Nejistoty

Relativni standardni nejistota a relativni rozSitena nejistota byly stanoveny z hodnot vysledku
vicenasobného stanoveni vzorkd hnojiv. Naméfené hodnoty jsou uvedeny v tabulce ¢. 6.
Vypocet byl proveden v programu EffiValidation 3.0 - Nejistoty z pfesnosti-paralelni méfeni

k dispozici. Vypoétené nejistoty pro stanoveni obsahu DMPSA jsou uvedeny v tabulce ¢. 10.
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Tabulka €. 10. Vyhodnoceni z EffiValidation: Nejistoty: z piesnosti — vicendsobné
méfeni k dispozici.

Charakteristika Hodnota
St. nejistota (mg/kg) 88,76
Rel. st. nejistota (%) 4,57
Faktor pokryti 1,96

Rozsifena st. nejistota (mg/kg) | 173,98

Rel. rozsifena nejistota (%) 8,97

Zavér: Rozsitena standardni nejistota je 173,98 mg/kg, relativni rozSitena nejistota je 8,97% rel.

[ Zavér

V ramci vyvojového Ukolu ¢. 20.03/2018 byla v laboratoti ONRL Praha zavedend nova
metoda stanoveni pro 2-(3,4-dimethyl-1H-pyrazolu-1-yl) kyseliny jantarové (DMPSA)
v hnojivech technikou HPLC s UV detekci, a to pro obsahy nad 300,0 mg/kg, resp. nad 0,03%
DMPSA s rozsifenou nejistotu 10%..

Byly stanoveny valida¢ni parametry linearita, pfesnost a spradvnost, mez detekce,
mez stanovitelnosti, citlivost a nejistoty méfeni. Bylo prokazano, Ze ovérovana metoda
stanoveni DMPSA je zpisobila k pouzivani pro zkouSeni hnojiv na obsah nitrifika¢nich

inhibitord.
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Stanoveni barevného kvocientu Q4/Q6

David Cizmar, Elena Obdrzalkova

1 Uvod

Pro stanoveni barevného kvocientu Q4/Q6 v pudach bylo pouZito 101 vzorku s rozdilnym
obsahem a kvalitou organické hmoty, které byly vybrany z monitoringu pud. Byla provedena
extrakce pud, poté byla stanovena hodnota barevného kvocientu Q4/Q6 spektrofotometricky.
Nasledné byla ovéfena zavislost mezi obsahem barevného kvocientu a spektry NIRS
vytvofenim vhodnych kalibra¢nich modeli. NIR kalibra¢ni model byl vytvofen z dat
laboratorni referen¢ni metody, ktera vyuzivala pro sva stanoveni vinové délky 465 a 665 nm.
Huminové a fulvové kyseliny obsazené v pidé barvi pyrofosfatovy alkalicky ptdni vyluh.
Intenzita zbarveni se méfi spektrofotometricky pii 400 a 600 nm (pfipadné 465 a 665 nm)
a barevny kvocient Q4/Q6 se stanovi jako pomér absorbanci extrakéniho roztoku 400/600 nm
nebo 465/665 nm.

Je zndmo, Ze existuje prikazna korelace mezi barevnym kvocientem Q4/Q6 a pomérem
huminovych kyselin k obsahu fulvokyselin (HK:FK). Zjisténé zavislosti Ize vyuZit k hrubému

hodnoceni jakosti humusovych latek.
2 Experimentalni ¢ast

2.1 Chemikalie

PouZivaji se chemikalie analytické ¢istoty, pokud neni uvedeno jinak.

1 Demineralizovand voda.

2 Pyrofosfore¢nan sodny dekahydrat (NasP207. 10 H20).

3 Hydroxid sodny (NaOH).

4 1M NaOH:
Piiprava: Ve 30 ml vody (1) se rozpusti 2 g NaOH (3) a upravi se na vysledny objem
50 ml.

5 Extrakéni roztok 0,05M NasP207:

Ptiprava: V asi 600 ml vody (1) se rozpusti 22,3 g pyrofosfore¢nanu sodného (2). Je-1i potieba

upravime na pH 12 pomoci 1M NaOH (4). Doplnime vysledny objem 1000 ml.
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Citronan sodny (CsHsNazO7 . 2H20), 50mM.

2.2 Pristroje a zatizeni
1 Analytické vahy.

2  Rotacni tiepacka.

3  Centrifuga

4  UV-VIS spektrofotometr
5} pH metr

6 FT-NIR Nicolet Antaris Il

3 Material a metody

Kalibrace byla provedena na 101 vzorcich pud odebranych v letech 2008 az 2011 v ramci
monitoringu mikrobialnich parametri zemédélskych pid. Sada rovnéz obsahovala i vzorky
mineralniho horizontu ptd trvalych travnich porostt (TTP). Pudy byly skladovany v suchém

stavu pii laboratorni teploté.
3.1 Postup referen¢ni metodou

Do uzaviratelné plastové nddobky o objemu 200 ml se navéZi 5,0 g upraveného pidniho
vzorku (jemnozem I). Davkovacim zafizenim nebo odmérnym valcem se ptida (100 = 0,5) ml
extrak¢éniho roztoku (5) a po uzavieni se extrahuje na rotacni tfepa¢ce 60 min. Po extrakci
se suspenze pievede do centrifuga¢nich zkumavek a odstied’'uje se 15 min. pii 3800 ot./min.

Ptipravené pudni vyluhy musi byt pfed méfenim na spektrofotometru ¢iré.
3.1.2 Meéreni

Srovnavacim roztokem je Cisty extrakéni roztok (5). Jeho proméfenim pied méfenim vzorkt
se ziska zakladni ¢ara. Métime pii vinovych délkdch 400 a 600 nm. Extra¢ni roztoky jsou
méfeny v simultdlnim mdédu méfeni absorbance. Po nasati roztoku UV-VIS spektrofotometr
odecita postupné hodnoty absorbanci piti 400, 465, 600, 665 nm. Pokud je absorbance pii 400
(465) nm prilis vysokd (> 1,3), pidni vyluhy nafedime extrakénim roztokem (obvykle 5 x, 10
X, piip. 20 X) a métime opakované. Ze ziskanych hodnot absorbanci vypocitame hodnotu

barevného kvocientu Quje.
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Tabulka 1 uvadi podminky méfeni absorbance na uvedenych vinovych délkach

v ptipravenych pidnich alkalickych extraktech.

Tabulka 1. Podminky méi‘eni na spektrofotometru UV-VIS Cary 50 Varian s prito¢nou
kyvetou.

Ordinate mode Abs
Ave Time (sec) 3
Replicates 3
Sample averaging off
External sipper fill time (sec) 7
External sipper delay time (sec) 5

3.1.3 Vypocet

Qa6 = Asoo/ Asoo (Neb0 Qae=Aases/Asss)

Pozndmky

1 Pomér zemina: extrakcni cinidlo 1:20 (W: V).

2 Cim vy$si hodnota barevného kvocientu, tim horsi je kvalita humusu. Pravdépodobnou
hranici mezi kvalitnim a nekvalitni humusem je hodnota Qs okolo 4.

3.2 Vyuziti NIR spektroskopie pro stanoveni barevného kvocientu Q4/Q6
Vytvoreni NIR kalibra¢niho modelu pro dany parametr spociva ve vztazeni informace ziskané
absorpci v NIR oblasti s hodnotou stanovenou laboratorni referen¢ni metodou (LRM)
do vzajemného poméru a ziskani regresni zavislosti.

Pro vytvofeni presného NIR kalibratniho modelu je obecné zakladnim pozadavkem
dostate¢ny pocet stanovenych vzorkt analyzovanych klasickymi laboratornimi metodami
(LRM). UKZUZ je v ramci CR zcela ojedindlym pracoviitém zaméfenym na tento typ
laboratorniho testovani. Pozadavek na dostate¢né mnozstvi vzorkl pro vytvoteni robustnich
kalibra¢nich modeld byl spolehlivé splnén. Pro spravny vyvoj NIR kalibraéniho modelu je

dulezité, aby koncentraéni rozsah kalibrovaného parametru byl co mozna nejvyssi.
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Metodou blizké infracervené spektroskopie byly proméieny vzorky pid na piistroji FT-NIR
Nicolet Antaris Il s rozsahem vinovych délek 1000-2500 nm s rozliSenim 0,5 nm. Vzorky
byly méfeny v kompresnich kyvetach o priméru 3 cm. Spektra vzorka pud byly vyhodnoceny
softwarem TQ Analyst 8.0 a byl vytvofen a optimalizovan vhodny kalibra¢ni model pro
predikci obsahu barevneho kvocientu Q4/Q6. Kuvalitativni parametry (R; RMSECV)
vytvofeného kalibra¢niho modelu byly (0,85; 0,47).

Legenda: R — korela¢ni koeficient, RMSECV - stfedni kvadraticka chyba k#izové validace

Graf kalibra¢ni zavislosti je zobrazen na Obr.1
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Obr.1. Kalibraéni zavislost — Barevny kvocient Q4/Q6.

4 Vysledky a diskuse

Z prezentovanych vysledk je ziejmé, ze metodu blizké infracervené spektroskopie FT-NIR
je mozné vyuzit pro predikci obsahu barevného kvocientu Q4/Q6. Aby bylo mozné metodu
NIR spektroskopie vyuzit pro predikci sledovaného parametru, bylo nutné provést potiebnou
kalibraci, ktera vychazi z vyuZiti vysledka ziskanych laboratorni referenéni metodou. V této
praci byla taktéZ zavedena a optimalizovana laboratorni referen¢ni metoda pro stanoveni
barevného kvocientu. Optimalizaci laboratorni referencni metody a metody NIR
spektroskopie bylo zjisténo, ze vybér vinovych délek 465 a 665 nm jsou vhodnéjsi nez vinové
délky 400 a 600 nm.
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5 Zavér
Na zaklad¢ prezentovanych vysledkt kvalitativnich parametrd (R,RMSECYV) kalibra¢niho
modelu bylo prokazéano, Ze metodou NIR spektroskopie lze predikovat obsah barevného

kvocientu Q4/Q6 ve vzorcich pud.
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