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spektrofotometricky

Viclav Rypl, Libuse Titmovd, Alena Zalmanovd, Radomila Turnvaldovd

Ustiedni kontrolni a zkugebni ustav zem&d&lsky
ONRL Plzen, Slovanska alej 20, 326 00 Plzen

vaclav.rypl@ukzuz.cz

1 Uvod

Tato prace mé za cil optimalizovat spektrofotometrické stanoveni mocovinového dusiku
N-NH.. Soucasny postup je zalozen na praci s relativné koncentrovanymi extrakty a vykazuje
znaéné mnozstvi interferenci. Smyslem prace je zvysit citlivost stanoveni, aby bylo mozné

extrakt vzorku dostatecné natedit a zbavit se tak velké ¢asti rusivych vliva.

2  Material a metody
2.1 Vzorky

Pro ovéfeni optimalizované metody byly pouZity vzorky hnojiv analyzovanych v Odd¢leni
NRL Praha a Oddéleni Plzen v letech 2019, 2020, 2021 a 2022. Seznam a popis vzorkid

je v Priloze 1.

2.2  Chemikalie
Byly pouzity chemikdlie jako vJPP 20150.1 Stanoveni obsahu amidického dusiku

spektrofotometricky a dale
4-dimethylaminobeznaldehyd

Postup ptipravy: Do kadinky se navazi 1,6 g 4-dimethylaminobenzaldehydu, rozpusti se

ve 100 ml deionizované vody a ptida se 10 ml koncentrované HCI. Roztok se dobie promicha.

Lze ho uchovat ve vhodné nddobé v chladnu a temnu pfiblizné 1 mésic.
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2.3  Pristroje a pomiicky

UV-VIS Spektrofotometr (Cary 60, Agilent).
Rotacni tiepacka.

Stohmannovy banky, 250 ml.

Automaticka pipeta (100 — 5000) pl.

Orbitalni minitfepacka GVLab, Gilson.

2.4 Metody

24.1  Pivodni metoda

Jako referen¢ni metoda pro analyzu vzorkli hnojiva byla pouzita metoda 20150.1 Stanoveni
obsahu amidického dusiku spektrofotometricky, Jednotné pracovni postupy UKZUZ —
ZkouSeni hnojiv — 2. vydani — Brno 2015.

2.4.2  Optimalizovana metoda

Extrakce vzorku

Do 250ml Stohmannovy bariky se navazi 0,5 g vzorku a 1 g aktivniho uhli. P¥ida se pfiblizné
150 ml deionizované vody, uzavie se silikonovou zatkou a tfepe Se na rotacni tiepacce 1 hodinu.

Nasledné se doplni deionizovanou vodou po znac¢ku a prefiltruje.

Piiprava kalibra¢ni krivky
Zakladni standardni roztok se pfipravi tak, Ze do 1000ml odmérné banky se navazi
2,5 g mocoviny, piida se 500 ml deionizované vody, rozpusti se a doplni se deionizovanou

vodou po znacku.

Kalibra¢ni roztoky se pfipravi tak, Ze do 50ml odmérnych banc¢k se napipetuje zékladni

standardni roztok podle tabulky 1.



Tabulka 1. Pfiprava kalibra¢nich standardi mocoviny.

Pipetovany objem (ml) Vysledna koncentrace (mg/l)

stdl 0 0

std2 0,4 20
std3 1 50
std4 2 100
std5 3 150
std6 4 200
std7 5 250

Nasledné se jednotlivé roztoky doplni po znacku deionizovanou vodou a promichaji se.

Roztok pro pridavek (500 mg mocoviny/l)
Pro ptipravu roztoku pro ptidavek se pouzije 1000ml odmérné baiika, do které se navazime
0,5 g mocoviny, piida se 500 ml deionizované vody, rozpusti se a doplni po znacku

deionizovanou vodou.

Priprava standardi k méreni

Do zkumavky se automatickou pipetou napipetuje 5 ml jednotlivych kalibra¢nich roztoku,
0,5ml roztoku pro piidavek a 5 ml roztoku 4-dimethylaminobenzaldehydu. Roztoky
se promichaji naptiklad pomoci orbitalni minitfepacky. Stejnym zplsobem se pfipravi blank
i slepé pokusy.

Piiprava extrakti vzorki k méreni

Do zkumavky pomoci automatické pipety napipetujeme vzorek v zavislosti na obsahu

mocoviny tak, aby celkovy objem byl 5 ml, viz tabulka 2.

Tabulka 2. Redéni.

Redéni Vzorek H20
(ml) (ml)
1x 5 0
2 x 2,5 2,5
5 x 1 4
10 x 0,5 4,5




Do kazdé zkumavky se piidd 0,5 ml roztoku pro pifidavek a 5 ml roztoku
4-dimethylaminobenzaldehydu. Roztoky se promichaji napifiklad na orbitalni minitfepacce.
Vzorky Ize méfit po 15 minutach.

Méreni

Mgeti se na UV-VIS spektrofotometru pii vinové délce 435 nm v lecm pratokové kyveté se

sipprem.

3 Vysledky a diskuse

Tato prace vychazi z postupu 2.5.2.2 Stanoveni mocovinového dusiku fotometrickou metodou
pfi obsahu do 3 %, publikovaného v JPP ZkouSeni hnojiv, ¢ast 1. 2004, ktery ale nebyl téméf
vyuzivan kviili jeho problematické pouzitelnosti pro rutinni praci vyplyvajici z nestability dané
teplotou a reakénim prostiedim. Pro potfeby optimalizace citlivosti metody byla testovana
rizna reakéni prostiedi jako methanol, ethanol, acetonitril a voda. Nejvyssich citlivosti bylo
dosazeno pii pouziti ethanolu a nejnizSich pii pouziti vody, nicméné vSechny varianty
S pouzitim organického rozpousStédla vykazovaly znaky vysoké nestability méfeni.
V extrémnich piipadech vykazoval standard 20 mg/l mocoviny pii opakovanych métenich
vysledné hodnoty blizké 10 mg/l, coz znamena chybu 50 %. Pro kvantitativni analyzu jsou
takové odchylky neakceptovatelné. Podafilo se potvrdit teplotu jako jeden ze zdrojl téchto
nestabilit, ale zjevné je zdroji nestabilit vice. Dtsledkem tedy bylo nesplnéni predpokladu
0 niz§i mezi stanovitelnosti takové metody. Resenim se ukéazalo pouziti vody jako reakéniho
média spolu s ptidavkem 0,5 ml standardu 500 mg/l mocoviny do kazdé zkumavky blanku,
standardt, vzorkl i slepych pokust. Standard 20 mg/l mocoviny tak pii opakovanych métenich
vykazuje chybu maximalné kolem 5 %. Toto zvySeni stability umoZznilo sniZeni meze detekce,
a tedy i méfeni pfi niz§ich koncentracich mocoviny. To umoziiuje prostym nafedénim vzorku
omezit interference dané spektrofotometrickou metodou. Tyto interference mohou byt
fyzikalniho ptivodu, protoze vzorky, které¢ vykazovaly nespravné vysledky, obsahovaly olej
jako pojivo. Odchylky tedy vysvétlujeme jako nespecifickou absorpci vlivem rozptylenych
kapének oleje ve zkoumaném roztoku, pro jejichZ odstranéni je prosta filtrace nedostatecna
a zpravidla nepomaha ani centrifugace, jako feSeni se ale jevi prosté nafedéni vzorku a zvySeni

poméru navazek aktivni uhli/vzorek. Pfikladem mohou byt vzorky 2022 197 a 2022_367, kde
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puvodni vysledky mocovinového dusiku byly 4,26 % respektive 16,14 % a optimalizovanou
metodou bylo dosazeno vysledki 1,97 % respektive 13,30 %. Hodnota 16,14 % je navic
jednoznacéné nespravnd, protoze celkovy obsah dusiku stanoveny pomoci CN-analyzatoru byl
jen 14,81 %; neni mozné, aby bylo mo¢ovinového dusiku ve vzorku vice nez celkového dusiku.
Dalsi skupinou interferenci jsou interference chemické od molekul s volnou aminoskupinou,
typicky se jedna o aminokyseliny. Typickym zastupcem je vzorek 2020 248, ktery ma podle
vyrobce obsahovat aminokyseliny a opravdu vysledek ptvodni metodou dava vysledek
15,75 % a optimalizovanou metodou 13,89 %. Plvodni vysledek je tedy podle ptfedpokladu
fale$né€ vyssi. Tyto interference nelze odstranit, 1ze je pouze omezit nafedénim vzorku a volbou
vinové délky 435 nm. Jako piedpoklad pouziti této metody se jevi pouziti spektrofotometru
s kvalitni optikou, kterda umozni méfeni v nizkych absorbancich a s velmi nizkymi Sumy,
protoze citlivost metody je pfiblizné 0,007 absorbancnich jednotek na 10 mg/l mocoviny.
Lze fici, ze soucet jednotlivych forem dusiku ve vzorku by mél byt roven celkovému obsahu
dusiku ve vzorku. Pfi pouziti spektrofotometrickych metod pro stanoveni amonného,
dusi¢nanového a mocovinového dusiku by jejich soucet mél odpovidat celkovému dusiku
stanovenému pomoci CN-analyzitoru. Pokud tento soucet neodpovidé, je to ptiznakem
interference nebo chyby v nékteré z metod. Piikladem je vzorek 2022 457, kde suma
dusi¢nanového, amonného a mocovinového dusiku (piivodni metodou) €ini 6,69 %, vysledek
celkového dusiku z CN-analyzatoru ale je 5,28 % dusiku, je zde tedy patrny nesoulad. Pokud
se do sumy jednotlivych forem dusiku zapocte mocovinovy dusik stanoveny optimalizovanou
metodou, vysledek tohoto souctu je 5,18 % dusiku, coZ uz vyborn¢ odpovida hodnoté naméetené
CN-analyzatorem. Vysledkem téchto pozorovani je tedy doporuceni méfit formy dusiku vzdy

pfimymi metodami a soucet namétenych hodnot porovnat s hodnotou celkového dusiku.

Pfi pouziti poméru navazek aktivniho uhli a vzorku 2 : 1, tj. 1 g aktivniho uhli a 0,5 g vzorku
nebylo nutné provadét u testovanych vzorki dalsi kroky pro odbarveni roztokd. Ve vSech

ptipadech vznikly €iré roztoky, proto nebylo nutné pouzit Carrezlv roztok.

3.1 Vytéznost

Pro ovéteni vytéZnosti metody a spravnosti byl pouzit certifikovany materidl mocoviny.

Do 250ml Stohmannovych ban¢k bylo navazeno (0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5) g mocoviny. Nasledné



byly vSechny extrakty nafedény 10 % podle tabulky 2 na vysledny objem 5 ml, bylo ptfidano
0,5 ml roztoku pro ptidavek (500 mg/1) a 5 ml roztoku 4-dimethylaminobenzaldehydu. VVzorky
byly zméteny po 15 minutdch na UV-VIS spektrofotometru a byly vypocitany vytéznosti
vzhledem k teoretickému obsahu dusiku v mocoviné 46,65 %. Postup byl opakovan dvakrat,
viz tabulka 3.

Tabulka 3. VytéZnost.

Navazka 1. méfeni 2. méfeni Primér sd
(9) (%) (%) (%) (%)
0,1 98,9 101,2 100,1 1,6
0,2 98,1 99,6 98,9 11
0,3 99,6 97,5 98,5 1,4
0,4 97,6 98,5 98,0 0,7
0,5 98,1 98,7 98,4 0,4

Vytéznost

103,0

102,0

101,0

100,0
99,0
98,0
97,0
96,0
95,0
94,0
0,1 0,2 03 0,4 0,5

navazka mocoviny (g)

wtéznost (%)

Obrazek 1. VytéZnost.

Pii celkové prumérné vytéznosti 98,8 % lze povazovat optimalizovanou metodu za dostate¢né
ucinnou v celém rozsahu kalibrace spektrofotometru i pii riznych navazkach a za metodu

poskytujici spravné vysledky.



3.2 Spravnost

Spravnost byla prokazana analyzou referen¢niho materidlu K5-mocovina krokem ,,Spravnost
porovnanim s rozmezim referenéni hodnoty* pomoci software Labsystém 7. Varovné meze
obsahu mocovinového dusiku z regula¢niho diagramu referencniho materidlu K5-mocovina
43,98 % a 48,67 % byly vlozeny do vypoctu. K analyze spravnosti bylo pouZito 14 méfeni
referenéniho materidlu K5-mocovina s primérem 45,284 % se smérodatnou odchylkou
0,228089 %, RSD 0,504 rel.% a intervalem spolehlivosti (95 %) 45,1528 — 45,4144 se zavérem

spravnost ,,prokdzana“.

3.3 Opakovatelnost

Opakovatelnost byla vypocitdna pomoci software Labsystém 7 krokem ,,Opakovatelnost
(stfedni presnost) z paralelnich méteni 37 vzorkli. Vysledna hodnota opakovatelnosti (stfedni
ptesnosti) ¢ini 0,130388 % mocovinového dusiku, tj. 0,885 rel.%. Jako praktickd hodnota

opakovatelnosti byla zvolena hodnota 5 rel.%.

3.4 Nejistota

Nejistota byla vypocitana pomoci software Labsystém 7 krokem ,,Nejistota z paralelnich st.*
z paralelnich méteni 37 vzorkl s koeficientem rozsifeni rovnému 2. Vysledna hodnota rel.
roz§itené nejistoty €ini 0,307184 % mocovinového dusiku, tj. 1,77 rel.%. Jako prakticka

hodnota ,,Relativni rozsifené nejistoty* byla zvolena hodnota 10 rel.%.

3.5 Mez detekce

Meze detekce a stanovitelnosti byly ziskany kontinualni métenim 10 slepych pokusii. Vypocet
byl proveden v software Labsystém 7 krokem ,,Meze (MD/MS)“. Vysledna hodnota meze
detekce (LOD) ¢ini 0,7551 mg/l a meze stanovitelnosti (LOQ) 2,517 mg/l mocoviny.
Kvalifikovanym odhadem a po piepoctu na hmotnostni procenta obsahu moc¢ovinového dusiku

¢ini LOD 0,06 % a LOQ 0,2 %.



4  Zavér

Optimalizovana metoda stanoveni mo¢ovinového dusiku poskytuje dostate¢né spravné a piesné
vysledky a je vhodna pro rutinni pouziti v laboratofi. V pfipadé analyz komplikovanych matric
s vysokymi obsahy riznych druht organickych materialii vSak bude vzdy spravnéjsi pouziti
vykonné&jsi instrumentace pro stanoveni mocoviny jako napi. HPLC-UV nebo HPLC-MS.
Spektrofotometrickou metodu lze tedy povazovat za velmi rychlou a ekonomickou variantu

stanoveni mocoviny, ktera ale bude zpravidla dostacujici pro matrice typu hnojiv obsahujicich

vy$si koncentrace mocoviny.
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Priloha 1

Seznam a popis vzorkl pouzitych pro optimalizaci metody stanoveni mocoviny.

LIMS skupenstvi | popis vzorku

2019 21 pev. NPK(S) 15-15-15-(20)

2019 81 pev. NPK(S) 15-15-15 (7)

2019 89 pev. NPK(S) 15-15-15-(20)

2019 101 | pev. SULFAMMO 23 (23% N + 31%S03 + 3%MgO, TIMAC)

2019 102 | pev. ASTELIS N24 V

2019 356 | pev. ASTELIS N24 V

2019 357 | pev. ASTELIS N24 V

2019 358 | pev. ASTELIS N24 V

2019 494 | kap. FORTESTIM alfa

2019 495 | kap. FORTESTIM beta

2019 496 | kap. FORTESTIM gama (NPK 12-6-6)

2020_22 pev. NPK(S) 15-15-15-(20)

2020 52 kap. NPK 7,0 - 4,6 - 4,1 + 0,05 % MgO

2020 53 pev. Allinex

2020 _54 pev. NPK 24,6-4,7-23,6 ( Cucumex Hnojivo pro plodovou zeleninu,
HU-BEN Cercany )

2020 93 pev. NPK 9-6-15 (Kaufland)

2020 94 kap. FORTESTIM alfa

2020 248 | kap. QUANTUM amino

2021_65 pev. Hnojivo s fosforem nad 5 % - Cd 50

2021_80 kap. SEACTIV Axis

2021 227 | kap. CAMPOFORT Garant Ca

2021 228 | kap. FORTEalfa FENOL

2022_36 kap. (ES) Hnojivo na kvetouci rostliny

2022_82 kap. Kapalné hnojivo na révu

2022_96 kap. (ES) BIOPON gelové hn. na hortenzie

2022_100 | kap. (ES) Kapka, kapalné hnojivo na pokojové rostliny kvetouci

2022_109 | pev. CERERIT Hobby 13-6-14 (+2MgO+0,3Fe) (01146)

2022 121 | pev. (ES) YaraVera UREA 46% N

2022_194 | pev. NPK 13-4-22

2022_197 | pev. Hnojivo na bobuloviny (V771)

2022_367 | pev. Hnojivo pro travniky (XXX)

2022_457 | kap. Kapalné hnojivo na citrusy (01185)




Stanoveni prvki ve vyluhu Mehlich 3, ovéreni apravy JPP
— sniZeni navazky

Vladimira Vilamova, Jiii Mikula

Ustiedni kontrolni a zkugebni Gstav zemédélsky
ONRL Opava, Jaselska 16 2, 746 01 Opava

vladimira.vilamova@ukzuz.cz

1 Uvod

Prace ma za cil ovéfit moznost sniZzeni navazky vzorkl a tim 1 snizeni mnozstvi pouzitych
chemikalii pti extrakci plidy ve vyluhu Mehlich 3 pro stanoveni makro a mikroprvkl v rdmci

Agrochemického zkouSeni zeméd¢lskych pud.

Cilem upravy jednotného pracovniho postupu je snizit mnozstvi spotiebovavanych chemikalii
a vzorku pii stanoveni prvki ve vyluhu Mehlich 3 vzhledem k ekologickym a ekonomickym
aspektiim celého procesu. Déle je potfeba, aby dodany a upraveny vzorek poskytl maximalni
mnozstvi informaci o dané piid€. SniZenim navazky pro vyluh Mehlich 3 zbude vice vzorku

pudy na dalsi analyzy a bude se moci provést vétsi mnozstvi stanoveni.

2 Material a metody

2.1 Pouzité vzorky

Pro testovani u€innosti extrakce snizenim navazky a pouzitych chemikalii byly vybrany vzorky
z agrochemického zkousSeni zemédé&lskych pid z riznych lokalit a s riznymi obsahy
stanovovanych prvk. Méfeni a porovnani bylo provedeno na pracovistich v Opavé, Brné
a Plzni. Kazdé pracovisté zméfilo sérii pfiblizné 100 pidnich vzorkd. Pracovisté v Opavé

zm¢filo také opakované dostupné referencni materialy.
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2.2 Chemikalie

Pro piipravu pidniho extraktu podle Mehlicha 3: viz Jednotné pracovni postupy UKZUZ —
Analyza pid I, postup 30068.1 Piiprava piidniho extraktu podle Mehlicha 3.

Pro analyzu extraktu podle Mehlicha 3 metodou ICP-OES: viz Jednotné pracovni postupy
UKZUZ — Analyza ptd I, postup 30074.1 Analyza extraktu podle Mehlicha 3 metodou ICP-
OES.

2.3  Pristroje a pomiicky
Analytické véhy.

Rotacni tiepacka (35 £+ 5) ot/min.
Centrifuga.

Opticky emisni spektrofotometr s indukéné vazanou plazmou.

24  Extrakce pid pomoci c¢inidla Mehlich 3 a stanoveni makro a

mikroprvki
241  Priprava extraktu standardnim zptisobem

Na analytickych vahach se do uzaviratelné plastové nadobky o objemu (200 — 400) ml navazi
10 g vzorku pudy a piida se 100 ml extrakéniho ¢inidla Mehlich 3 (ptipraveny podle postupu
JPP AP I, postup 30068.1). Vzorek se extrahuje 10 minut na rotaéni tfepacce a nasledné se

odstfedi 5 minut pfi minimalné 3500 ot/min.
2.4.2  Priprava extraktu upravenym zpisobem

Na analytickych vahach se do uzaviratelné plastové nadobky o objemu (200 — 400) ml navazi
5 g vzorku pudy a prida se 50 ml extrak¢niho ¢inidla Mehlich 3 (pfipraveny podle postupu JPP
AP I, postup 30068.1). Vzorek se extrahuje 10 minut na rota¢ni tfepacce a nasledné se odstiedi
5 minut pfi minimaln¢ 3500 ot/min.

V ziskanych extraktech byly metodou ICP OES (JPP UKZUZ, AP 1, postup 30074.1) méteny

obsahy zakladnich zivin vapniku, hoi¢iku, drasliku, fosforu a dale nutri¢né vyznamnych nebo
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rizikovych prvkl jako je sira, méd’, zinek, Zelezo, hlinik, mangan, bor a kadmium méteni
zakladnich zivin. Vzorky byly pro méfeni uspofaddany tak, aby byly vzdy tésné za sebou
zméfeny vzorky z 10 g a 5 g navdzky a tim se minimalizovaly dal$i vlivy méfeni (Casova
stabilita vyluhd, stabilita kalibra¢ni k¥ivky apod.). VSechny naméfené hodnoty jsou uvedeny

Vv Piiloze 1, ktera je dostupna na vyzadani u autort této prace.

3 Vysledky a diskuse

3.1 Stanoveni makro a mikroprvki — vyhodnoceni analyzy referencnich

materiala

Na pracovisti v Opavé byly pro obé navazky provedeny analyzy dostupnych pouzivanych
referen¢nich materidlti. Pripravé téchto vzorkd pid je vénovana velka pozornost, aby
se minimalizovala chyba zptisobena nehomogenitou vzorku. Tyto vzorky byly jednak zafazeny
do série métenych vzorkil a pak byly méfeny také samostatné, kazdy referencni vzorek tfikrat

pro ob¢ navazky, aby se zjistila variabilita daného parametru pro ob¢é metody.

3.1.1

Pro zjisténi spravnosti vysledkd byly pouzity dva aktualné pouzivané interni referencni
materidly (5513G a 5621G), naméfené hodnoty pro obé navazky byly vyhodnoceny pomoci
regulacnich diagraml vedenych v programu Labsystém 7. Jako kritérium byly nastaveny

varovné meze vedenych regulacnich diagrami, viz Tabulka 1.
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Tabulka 4. Vyhodnoceni spravnosti analyzy referenénich vzorki.

Oznaceni referenéniho

vzorku Navazka 10¢g 590
Varovné meze | Parametr Parametr
RD mg/kg Hodnoceni | mg/kg Hodnoceni
Al (aa)/sv Al (aa)/sv
VRM 74 - 5621G 789,8 - 904 833 Vyhovuje 821,5 Vyhovuje
VRM 75 - 5513G 1150 - 1254 1220 Vyhovuje 1184 Vyhovuje
B (aa)/sv B (aa)/sv
VRM 74 - 5621G 1,223 - 1,329 1,31 Vyhovuje 1,29 Vyhovuje
VRM 75 - 5513G 0,2596 - 0,369 < 0,50 \yhovuje < 0,50 \yhovuje
Ca (aa)/sv Ca (aa)/sv
VRM 74 - 5621G 3355 - 3593 3415 Vyhovuje 3491 Vyhovuje
VRM 75 - 5513G 1143 - 1245 1186 \yhovuje 1148 \yhovuje
Cd (aa)/sv Cd (aa)/sv
VRM 74 - 5621G 0,0689 - 0,1008 <0,1 Vyhovuje <0,1 Vyhovuje
VRM 75 - 5513G 0,05386 - 0,07878 <0,1 \yhovuje <0,1 \yhovuje
Cu (aa)/sv Cu (aa)/sv
VRM 74 - 5621G 3,255 - 3,825 3,569 Vyhovuje 3,476 Vyhovuje
VRM 75 - 5513G 1,995 - 2,321 2,318 \Vyhovuje 2,141 \Vyhovuje
Fe (aa)/sv Fe (aa)/sv
VRM 74 - 5621G 168,7 - 209,7 179 Vyhovuje 174,2 Vyhovuje
VRM 75 - 5513G 431,5 - 486 456,3 \Vyhovuje 4428 Vyhovuje
S (aa)/sv S (aa)/sv
VRM 74 - 5621G 16,3-17,88 16,32 Vyhovuje 17,35 Vyhovuje
VRM 75 - 5513G 17,49 - 18,65 17,99 Vyhovuje 17,65 Vyhovuje
K (aa)/sv K (aa)/sv
VRM 74 - 5621G 197,9 - 209,7 207,7 Vyhovuje 202,1 Vyhovuje
VRM 75 - 5513G 111,8-117,6 114,3 \Vyhovuje 113,4 Vyhovuje
Mg (aa)/sv Mg (aa)/sv
VRM 74 - 5621G 193,3-209,2 198,9 Vyhovuje 194,3 Vyhovuje
VRM 75 - 5513G 188 - 203 1917 Vyhovuije 188,6 Vyhovuije
Mn (aa)/sv Mn (aa)/sv
VRM 74 - 5621G 204,6 - 223 211,81 Vyhovuje 210,86 Vyhovuje
VRM 75 - 5513G 97,87 - 103,8 101,74 \yhovuje 101,16 Vyhovuje
P (aa)/sv P (aa)/sv
VRM 74 - 5621G 52,49 - 58,23 53,7 Vyhovuje 53,49 Vyhovuje
VRM 75 - 5513G 55,63 - 60,5 57,01 \yhovuje 56,72 Vyhovuje
Zn (aa)lsv Zn (aa)lsv
VRM 74 - 5621G 4,769 - 6,13 4,969 Vyhovuje 5,221 Vyhovuje
VRM 75 - 5513G 2,502 - 3,674 2,522 Vyhovuje 3,236 Vyhovuje
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Vyhodnoceni: Hodnoty vSech stanovovanych parametri se pro oba aktudlné pouzivané

referencni materialy a pro obé navazky nachazeji ve varovnych mezich regulacnich diagramt

vedenych v Labsystému LS7.

3.1.2

Byly porovnany rozdily vysledkii stanovovanych parametrii analyzovanych referen¢nich

vzorkl pro obé navazky s hodnotou opakovatelnosti pro dany prvek a koncentra¢ni hladinu, viz

Tabulka 2.

Tabulka 2. Vyhodnoceni rozdilu analyzy referen¢nich vzorku.

Navazka 10g 59

Parametr Parametr

mg/kg mg/kg Rozdil | Opakovatelnost | Hodnoceni

Oznacdeni vzorku Al (aa)/sv Al (aa)/sv % %
VRM 65 - 5621D 536,8 521,1 3,0 10 Vyhovuje
VRM 66 - 5513D 1154 1130 2,1 10 Vyhovuje
VRM 67 - 5617C 888,8 8724 19 10 Vyhovuje
VRM 68 - 5513E 1210 1204 0,5 10 Vyhovuje
VRM 69 - 5621E 808,3 788,9 2,4 10 Vyhovuje
VRM 70 - 5617D 851,3 846,8 0,5 10 Vyhovuje
VRM 71 - 5012A 750,8 753 0,3 10 Vyhovuje
VRM 72 - 5513F 1085 1065 19 10 Vyhovuje
VRM 73 - 5617E 7124 702,7 14 10 Vyhovuje
VRM 74 - 5621G 833 821,5 14 10 Vyhovuje
VRM 75 - 5513G 1220 1184 3,0 10 Vyhovuje

B (aa)/sv B (aa)/sv
VRM 65 - 5621D 1,18 111 6,1 30 Vyhovuje
VRM 66 - 5513D <0,50 < 0,50 Vyhovuje
VRM 67 - 5617C 0,71 0,68 4,3 30 Vyhovuje
VRM 68 - 5513E <0,50 < 0,50 Vyhovuje
VRM 69 - 5621E 1,50 1,48 1,3 30 Vyhovuje
VRM 70 - 5617D 0,70 0,71 14 30 Vyhovuje
VRM 71 - 5012A 1,57 1,60 19 30 Vyhovuje
VRM 72 - 5513F < 0,50 < 0,50 Vyhovuje
VRM 73 - 5617E 0,71 0,75 55 30 Vyhovuje
VRM 74 - 5621G 131 1,29 15 30 Vyhovuje
VRM 75 - 5513G <0,50 < 0,50 Vyhovuje

Ca (aa)/sv Ca (aa)/sv
VRM 65 - 5621D 6269 5901 6,0 8 Vyhovuje
VRM 66 - 5513D 1632 1588 2,7 8 Vyhovuje
VRM 67 - 5617C 1855 1795 3,3 8 Vyhovuje
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Navazka 109 5¢g

Parametr Parametr

mg/kg mg/kg Rozdil | Opakovatelnost | Hodnoceni

VRM 68 - 5513E 1915 1919 0,2 8 Vyhovuje
VRM 69 - 5621E 3449 3332 3,5 8 Vyhovuje
VRM 70 - 5617D 1737 1740 0,2 8 Vyhovuje
VRM 71 - 5012A 5809 5763 0,8 8 Vyhovuje
VRM 72 - 5513F 2178 2136 1,9 8 Vyhovuje
VRM 73 - 5617E 1672 1668 0,2 8 Vyhovuje
VRM 74 - 5621G 3415 3491 2,2 8 Vyhovuje
VRM 75 - 5513G 1186 1148 3,3 8 \Vyhovuje

Cd (aa)/sv Cd (aa)/sv
VRM 65 - 5621D <01 <01 Vyhovuje
VRM 66 - 5513D <0,1 <0,1 \yhovuje
VRM 67 - 5617C 0,17 0,16 6,1 20 Vyhovuje
VRM 68 - 5513E <0,1 <0,1 Vyhovuje
VRM 69 - 5621E 0,112 0,104 74 20 Vyhovuje
VRM 70 - 5617D 0,13 0,131 0,8 20 Vyhovuje
VRM 71 - 5012A <01 <01 Vyhovuje
VRM 72 - 5513F 0,12 0,113 6,0 20 Vyhovuje
VRM 73 - 5617E 0,158 0,171 7,9 20 Vyhovuje
VRM 74 - 5621G <01 <01 Vyhovuje
VRM 75 - 5513G <0,1 <0,1 Vyhovuje

Cu (aa)/sv Cu (aa)/sv
VRM 65 - 5621D 3,038 3,089 1,7 10 Vyhovuje
VRM 66 - 5513D 2,038 2,329 13,3 10 Nevyhovuje
VRM 67 - 5617C 6,92 6,431 7,3 10 Vyhovuje
VRM 68 - 5513E 1,019 1,022 0,3 10 Vyhovuje
VRM 69 - 5621E 4,345 4,283 14 10 Vyhovuje
VRM 70 - 5617D 5,317 5,043 5,3 10 Vyhovuje
VRM 71 - 5012A 3,671 3,65 0,6 10 Vyhovuje
VRM 72 - 5513F 3,525 3,667 3,9 10 Vyhovuje
VRM 73 - 5617E 7,037 6,925 1,6 10 Vyhovuje
VRM 74 - 5621G 3,569 3,476 2,6 10 Vyhovuje
VRM 75 - 5513G 2,318 2,141 7,9 10 Vyhovuje

Fe (aa)/sv Fe (aa)/sv
VRM 65 - 5621D 121 119,6 1,2 10 Vyhovuje
VRM 66 - 5513D 519,5 514,6 0,9 10 Vyhovuje
VRM 67 - 5617C 554,8 552,1 0,5 10 Vyhovuje
VRM 68 - 5513E 583 584,5 0,3 10 Vyhovuje
VRM 69 - 5621E 225,8 220,5 2,4 10 Vyhovuje
VRM 70 - 5617D 567,3 568,9 0,3 10 Vyhovuje
VRM 71 - 5012A 204,2 202,4 0,9 10 Vyhovuje
VRM 72 - 5513F 484 467,3 3,5 10 Vyhovuje
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Navazka 109 5¢g
Parametr Parametr
mg/kg mg/kg Rozdil | Opakovatelnost | Hodnoceni
VRM 73 - 5617E 340,1 332,5 2,3 10 Vyhovuje
VRM 74 - 5621G 179 174,2 2,7 10 Vyhovuje
VRM 75 - 5513G 456,3 4428 3,0 10 Vyhovuje
S (aa)/sv S (aa)/sv % %
VRM 65 - 5621D 21,03 20,85 0,9 10 Vyhovuje
VRM 66 - 5513D 27,4 27,69 11 10 Vyhovuje
VRM 67 - 5617C 18,02 18,45 2,4 10 \yhovuje
VRM 68 - 5513E 28,81 29,3 1,7 10 \Vyhovuje
VRM 69 - 5621E 16,92 17,2 1,6 10 \yhovuje
VRM 70 - 5617D 18,28 18,67 2,1 10 Vyhovuje
VRM 71 - 5012A 23,85 24,27 17 10 Vyhovuje
VRM 72 - 5513F 20,76 21,1 1,6 10 Vyhovuje
VRM 73 - 5617E 12,91 13,31 3,1 10 Vyhovuje
VRM 74 - 5621G 16,32 17,35 6,1 10 Vyhovuje
VRM 75 - 5513G 17,99 17,65 1,9 10 Vyhovuje
K (aa)/sv K (aa)/sv
VRM 65 - 5621D 210,6 200,3 5,0 10 Vyhovuje
VRM 66 - 5513D 166,7 166,1 0,4 10 \yhovuje
VRM 67 - 5617C 449,2 428 4,8 10 Vyhovuje
VRM 68 - 5513E 217,8 218,8 0,5 10 Vyhovuje
VRM 69 - 5621E 299,1 289,3 3,3 10 Vyhovuje
VRM 70 - 5617D 402,7 401,6 0,3 10 Vyhovuje
VRM 71 - 5012A 199,7 199,3 0,2 10 Vyhovuje
VRM 72 - 5513F 198 194,2 19 10 Vyhovuje
VRM 73 - 5617E 349,9 344,9 14 10 Vyhovuje
VRM 74 - 5621G 207,7 202,1 2,7 10 Vyhovuje
VRM 75 - 5513G 1143 113,4 0,8 10 Vyhovuje
Mg (aa)/sv Mg (aa)/sv
VRM 65 - 5621D 159,7 152,6 4,5 10 Vyhovuje
VRM 66 - 5513D 296,6 287,7 3,0 10 Vyhovuje
VRM 67 - 5617C 190 188,4 0,8 10 Vyhovuje
VRM 68 - 5513E 415,8 415,2 0,1 10 Vyhovuje
VRM 69 - 5621E 187,7 181,7 3,2 10 Vyhovuje
VRM 70 - 5617D 164,8 165,3 0,3 10 Vyhovuje
VRM 71 - 5012A 273,9 273,1 0,3 10 Vyhovuje
VRM 72 - 5513F 553,6 533,6 3,7 10 Vyhovuje
VRM 73 - 5617E 172,9 170,6 1,3 10 Vyhovuje
VRM 74 - 5621G 198,9 194,3 2,3 10 Vyhovuje
VRM 75 - 5513G 191,7 188,6 1,6 10 Vyhovuje
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Navazka 10g 5¢g
Parametr Parametr
mg/kg mg/kg Rozdil | Opakovatelnost | Hodnoceni

Oznaceni vzorku Mn (aa)/sv Mn (aa)/sv % %
VRM 65 - 5621D 192,26 184,38 4,2 10 Vyhovuje
VRM 66 - 5513D 162,42 156,64 3,6 10 Vyhovuje
VRM 67 - 5617C 225,28 214,06 51 10 Vyhovuje
VRM 68 - 5513E 233,59 231,37 1,0 10 Vyhovuje
VRM 69 - 5621E 240,67 234,60 2,6 10 Vyhovuje
VRM 70 - 5617D 221,79 216,80 2,3 10 Vyhovuje
VRM 71 - 5012A 171,89 168,85 18 10 Vyhovuje
VRM 72 - 5513F 208,13 201,67 3,2 10 Vyhovuje
VRM 73 - 5617E 173,60 172,68 0,5 10 Vyhovuje
VRM 74 - 5621G 211,81 210,86 0,4 10 Vyhovuje
VRM 75 - 5513G 101,74 101,16 0,6 10 Vyhovuje

P (aa)/sv P (aa)/sv
VRM 65 - 5621D 54,34 52,89 2,7 8 Vyhovuje
VRM 66 - 5513D 69,51 70,85 19 8 Vyhovuje
VRM 67 - 5617C 231,7 219,8 53 8 Vyhovuje
VRM 68 - 5513E 28,04 27,72 11 10 Vyhovuje
VRM 69 - 5621E 80,3 79,07 15 8 Vyhovuje
VRM 70 - 5617D 218,7 2219 15 8 Vyhovuje
VRM 71 - 5012A 34,92 35,8 2,5 10 Vyhovuje
VRM 72 - 5513F 21,81 24,05 9,8 10 Vyhovuije
VRM 73 - 5617E 149,8 148,7 0,7 8 Vyhovuje
VRM 74 - 5621G 53,7 53,49 0,4 8 Vyhovuje
VRM 75 - 5513G 57,01 56,72 0,5 8 Vyhovuije

Zn (aa)/sv Zn (aa)lsv
VRM 65 - 5621D 4,563 5,213 13,3 10 Nevyhovuje
VRM 66 - 5513D 2,931 3,51 18,0 10 Nevyhovuje
VRM 67 - 5617C 4,764 4,532 5,0 10 Vyhovuje
VRM 68 - 5513E 3,22 3,536 9,4 10 Vyhovuje
VRM 69 - 5621E 5,696 5,869 3,0 10 Vyhovuje
VRM 70 - 5617D 4,374 4,671 6,6 10 Vyhovuje
VRM 71 - 5012A 2,537 2,844 11,4 30 Vyhovuje
VRM 72 - 5513F 5111 5,366 49 10 Vyhovuje
VRM 73 - 5617E 4,315 4,665 7,8 10 Vyhovuje
VRM 74 - 5621G 4,969 5,221 4,9 10 Vyhovuje
VRM 75 - 5513G 2,522 3,236 24,8 30 Vyhovuje
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Vyhodnoceni: Bylo provedeno 132 porovnani rozdilu vysledkii pro navazku 10 g a 5 g
s hodnotou opakovatelnosti pro dany prvek a koncentra¢ni hladinu. Rozdil vysledka byl 129 x
mens$i nez povolend hodnota opakovatelnosti, 3 x byl rozdil vétsi nez povolend hodnota
opakovatelnosti pro dany prvek a koncentracni hladinu, tj. 2,27 % stanoveni nevyhovélo
podmince opakovatelnosti (2 x Zn, 1 x Cu). Nevyhovujici rozdil byl u kontrolnich vzorki

z archivu, které se pouzivaly v letech 2013 — 2014.
3.1.3

Pro zjisténi miry statistické variability posuzovanych metod byly opakované (tfikrat)
analyzovany dostupné referen¢ni vzorky. Namétené hodnoty, vypoctené smérodatné odchylky

a RSD (%) jsou uvedeny v Ptiloze 2, ktera je dostupna na vyzadani u autort této prace.

Vyhodnoceni: Pro 11 referen¢nich vzorka a 12 sledovanych parametrii bylo vypocteno 132
smérodatnych odchylek (RSD). Z toho 121 vysledku (tj. 91,7 %) ma hodnotu RSD < 5 %,
8 vysledku (tj. 6,06 %) ma hodnotu mezi (5—10) % (1 x B, 2 x Cu, 2 x Cd, 3 x Zn) ajen 3 x
(tj. 2,27 %) je hodnota RSD > 10 % (3 x Zn). Z posuzovanych parametrt je nejvétsi variabilita
(rozptyl) u Zn, coZ plati pro ob& navazky a koresponduje to 1 s RSD a regula¢nimi diagramy
aktualn& vedenymi v Labsystému 7 pro navazku 10 g. Zadny parametr nevykazuje systematicky

vetsi variabilitu pro nékterou variantu metody.

3.2 Stanoveni makro a mikroprvki — vyhodnoceni porovnani navazek

Analyzy pid ve vyluhu Mehlich 3 byly provadény na pracovistich v Opavé, Plzni a Brné.
Kazdé pracovisté nahodné vybralo asi 100 vzorkt z riznych lokalit republiky. Ptiprava vyluhu
a méfeni metodou ICP OES bylo provedeno pro navazku 10 g a 5 g suchého vzorku, vSechny

naméfené hodnoty jsou uvedeny v Piiloze 1, ktera je dostupna na vyzadéani u autort této prace.

Vysledky byly vyhodnoceny programem Effivalidation, metoda Spravnost/srovnani dvou
metod/laboratofi - t-test na rozdil vysledkd. Pro kazdy parametr je vyhodnoceni uvedeno

v grafech 1 az 12. Pracovisté v Brné nemétilo Cd, zde je mensi pocet dat.
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3.2.1 Hlinik

Obrazek 1. Graf pro Al — t-test na rozdil vysledki.
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Vyhodnoceni
Pramérny | Pfesnost | Interval Hypotéza Vytéznost Kritéria
rozdil rozdilu spolehlivosti prijatelnosti
-4,6352 22,1574 | -7,181 - -2,0894 Zamitnuta 98,43 True

Zaveér: Srovnavané analytické metody neposkytuji statisticky stejné vysledky. Vypoctena

hodnota vytéznosti vyhovuje kritériu ptijatelnosti 95 % az 105 %.

Obrazek 1a. Graf pro Al — t-test na rozdil vysledki — koncentrace nad 400 mg/kg,
vylouceni nejvyssiho bodu.

00 =
200 -'.“‘ -
;:: g...--""-i” )
E cads?
= =00 -3
e M
<00 500 S00 F0O EOD I\.Ie'tc'szba . 000 1100 200 =00 1400
Vyhodnoceni
Pramérny | Piesnost Interval Hypotéza Vytéznost Kritéria
rozdil rozdilu spolehlivosti piijatelnosti
-1,6489 16,7529 -3,7467 - 0,4488 | Ptijata 98,16 True
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Zaver: Srovnavané analytické metody poskytuji statisticky stejné vysledky. Vypoctena hodnota

vytéznosti vyhovuje kritériu piijatelnosti 95 % az 105 %.

3.2.2 Bor
Obrazek 1. Graf pro B — t-test na rozdil vysledki.
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Vyhodnoceni
Primérny | Pfesnost Interval Hypotéza Vytéznost Kritéria
rozdil rozdilu spolehlivosti pfijatelnosti
-0,0022 0,0696 -0,0107 - 0,0063 | Prijata 99,88 True

Zaver: Srovnavané analytické metody poskytuji statisticky stejné vysledky. Vypoctena hodnota

vytéznosti vyhovuje kritériu piijatelnosti 95 % az 105 %.

20



3.2.3 Vapnik
Obrazek 3. Graf pro Ca — t-test na rozdil vysledkii.
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Vyhodnoceni
Primérny | Pfesnost Interval Hypotéza Vytéznost Kritéria
rozdil rozdilu spolehlivosti piijatelnosti
30,6269 268,7448 | -0,2512 - 61,5049 | Ptijata 97,21 True

Zaver: Srovnavané analytické metody poskytuji statisticky stejné vysledky. Vypoctena hodnota
vytéznosti vyhovuje kritériu pfijatelnosti 95 % az 105 %.

3.24 Méd

Obrazek 2. Graf pro Cu — t-test na rozdil vysledki.
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Vyhodnoceni

Primérny | Piesnost Interval Hypotéza Vytéznost Kritéria
rozdil rozdilu spolehlivosti pfijatelnosti
-0,0377 0,4559 -0,09 - 0,0147 Piijata 101,29 True

Zaver: Srovnavané analytické metody poskytuji statisticky stejné vysledky. Vypoctend hodnota

vytéznosti vyhovuje kritériu ptijatelnosti 95 % az 105 %.

3.2.5 Kadmium
Obrazek 3. Graf pro Cd — t-test na rozdil vysledki.
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Vyhodnoceni
Primérny | Pfesnost Interval Hypotéza Vytéznost Kritéria
rozdil rozdilu spolehlivosti pfijatelnosti
-0,0006 0,0205 -0,0037 - 0,0025 | Ptijata 99,2 True

Zaver: Srovnavané analytické metody poskytuji statisticky stejné vysledky. Vypoctena

hodnota vytéznosti vyhovuje kritériu ptijatelnosti 95 % az 105 %.
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3.2.6 Zelezo
Obrazek 4. Graf pro Fe — t-test na rozdil vysledku.
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Primérny | Pfesnost Interval Hypotéza Vytéznost Kritéria
rozdil rozdilu spolehlivosti piijatelnosti
-0,7998 8,8753 -1,8196 - 0,2199 | Prijata 99,25 True

Zavér: Srovnavané analytické metody poskytuji statisticky stejné vysledky. Vypoctend hodnota

vytéznosti vyhovuje kritériu pfijatelnosti 95 % az 105 %.

3.2.7 Draslik
Obrazek 5. Graf pro K — t-test na rozdil vysledku.
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Vyhodnoceni

Priméry | Presnost Interval Hypotéza Vytéznost Kritéria
rozdil rozdilu spolehlivosti piijatelnosti
1,4413 17,8008 -0,604 - 3,4866 Piijata 100,37 True

Zavér: Srovnavané analytické metody poskytuji statisticky stejné vysledky. Vypoctend hodnota

vytéznosti vyhovuje kritériu ptijatelnosti 95 % az 105 %.

3.2.8 Hor¢ik

Obrazek 6. Graf pro Mg — t-test na rozdil vysledki.
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Vyhodnoceni

Primérny | Pfesnost Interval Hypotéza Vytéznost Kritéria
rozdil rozdilu spolehlivosti pfijatelnosti
-1,0273 25,3848 -3,944 - 1,8893 Piijata 101,35 True

Zaver: Srovnavané analytické metody poskytuji statisticky stejné vysledky. Vypoctena hodnota

vytéznosti vyhovuje kritériu piijatelnosti 95 % az 105 %.
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3.2.9

Mangan

Obrazek 9. Graf pro Mn — t-test na rozdil vysledkii.
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Vyhodnoceni
Primérmy | Pfesnost | Interval Hypotéza Vytéznost Kritéria
rozdil rozdilu spolehlivosti prijatelnosti
-1,0165 5,3836 -1,634 - -0,399 Zamitnuta 98,51 True

Zavér: Srovnavané analytické metody neposkytuji statisticky stejné vysledky. Vypoctena

hodnota vytéZnosti vyhovuje kritériu piijatelnosti 95 % az 105 %.

Obrazek 7a: Graf pro Mn — t-test na rozdil vysledki — po vylouceni odlehlych bodii.
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Vyhodnoceni

Primérny | Pfesnost | Interval Hypotéza Vytéznost Kritéria
rozdil rozdilu spolehlivosti prijatelnosti
-0,4211 3,5843 -0,8432 - 0,0011 Ptijata 98,91 True
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Zavér: Srovnavané analytické metody poskytuji statisticky stejné vysledky. Vypoctend hodnota

vytéznosti vyhovuje kritériu piijatelnosti 95 % az 105 %.

3.2.10 Fosfor
Obrazek 8. Graf pro P — t-test na rozdil vysledk.
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Vyhodnoceni
Primérny | Pfesnost | Interval Hypotéza Vytéznost Kritéria
rozdil rozdilu spolehlivosti pfijatelnosti
-0,5022 4,5215 -1,0217 - 0,0173 Piijata 102,33 True

Zaver: Srovnavané analytické metody poskytuji statisticky stejné vysledky. Vypoctena hodnota

vytéznosti vyhovuje kritériu pfijatelnosti 95 % az 105 %.

Obrazek 9a. Graf pro P — t-test na rozdil vysledkii — po vylou¢eni nejvyssich bodu.
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Vyhodnoceni

Primérny | Pfesnost Interval Hypotéza Vytéznost Kritéria
rozdil rozdilu spolehlivosti ptijatelnosti
-0,2658 3,6167 -0,6828 - 0,1512 | Piijata 100,19 True

Zaver: Srovnavané analytické metody poskytuji statisticky stejné vysledky. Vypoctena hodnota

vytéznosti vyhovuje kritériu ptijatelnosti 95 % az 105 %.

3.2.11 Sira
Obrazek 10. Graf pro S — t-test na rozdil vysledki.
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Vyhodnoceni
Primérny | Pfesnost | Interval Hypotéza Vytéznost Kritéria
rozdil rozdilu spolehlivosti prijatelnosti
-0,6528 1,2919 -0,8012 - -0,5044 | Zamitnuta 101,03 True

Zaver: Srovnavané analytické metody neposkytuji statisticky stejné vysledky. Vypoctena
hodnota vytéznosti vyhovuje kritériu ptijatelnosti 95 % az 105 %.

Obrazek 11a. Graf pro S — t-test na rozdil vysledkii — po vylouéeni nejvyssiho bodu
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Vyhodnoceni

Primérny | Pfesnost Interval Hypotéza Vytéznost Kritéria
rozdil rozdilu spolehlivosti ptijatelnosti
-0,6365 1,2627 -0,7816 - -0,4915 | Zamitnuta 99,9 True

Zaver: Srovnavané analytické metody neposkytuji statisticky stejné vysledky. Vypoctena

hodnota vytéznosti vyhovuje kritériu ptijatelnosti 95 % az 105 %.

3.2.12 Zinek

Obrazek 12. Graf pro Zn — t-test na rozdil vysledki.
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Vyhodnoceni
Pramérny | Piesnost | Interval Hypotéza Vytéznost Kritéria
rozdil rozdilu spolehlivosti pfijatelnosti
-0,396 2,1841 -0,647 - -0,1451 Zamitnuta 97,95 True

Zaver: Srovnavané analytické metody neposkytuji statisticky stejné vysledky. Vypoctena

hodnota vytéZnosti vyhovuje kritériu piijatelnosti 95 % az 105 %.
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Obrazek 13a. Graf pro Zn — t-test na rozdil vysledki po vylouceni nejvyssiho bodu.
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Vyhodnoceni
Pramérny | Piesnost Interval Hypotéza Vytéznost Kritéria
rozdil rozdilu spolehlivosti pfijatelnosti
-0,4271 2,1226 -0,6714 - -0,1828 | Zamitnuta 97,55 True

Zavér: Srovnavané analytické metody neposkytuji statisticky stejné vysledky. Vypoctena

hodnota vytéznosti vyhovuje kritériu ptijatelnosti 95 % az 105 %.

Zavérecné vyhodnoceni t-testu na rozdil vysledki:

1. Porovnani dvou metod t-testem na rozdil vysledki programem Effivalidation prokazalo,
Zze vytéznost porovnavanych metod je pro vSechny parametry v intervalu
95 % az 105 %.

2. Srovnavané analytické metody poskytly statisticky stejné vysledky pro vSechny
zakladni Ziviny, coz je Ca, K, Mg a P, dale pro parametry B, Cu, Cd, Fe a pro Mn
(po vylouceni odlehlych bodi). Pro parametr Al porovnani statisticky vyhovuje
pro koncentrace od 400 mg/kg, coz ve vzorovém souboru cinilo 85 % vysledkd,
pro nizsi koncentrace nebyly vysledky statisticky stejné. Pouzité metodé z aktualniho
souboru nevyhovély parametry Sa Zn. Pro parametr Slze povazovat zamitnuti
hypotézy za ndhodné, rozdily jsou malé a kritérium je pfili§ ptisné. Primérny rozdil
pro vSechna stanoveni S je 4,92 %. Pro parametr Zn je bézny vétsi rozptyl vysledka
I pro navazku 10 g, o ¢emz sveéd¢i regulacni meze vedenych regulac¢nich diagrami
pro opakované meéfeni referencnich vzorkli a regulacni meze vedenych regulacnich

diagramil duplicitnich vzorkli v Labsystému.
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4 Zavér

Z provedenych porovnani je ziejmé, ze sniZzeni navazky nema vliv na spravnost vysledki.
Pro stanoveni prvka v extraktu Mehlich 3, pfipraveném podle JPP AP I, postup 30068.1,
je mozné pouzit postup s navazkou snizenou na 5 g a s ptidavkem 50 ml vyluhovaciho ¢inidla
bez jakékoliv dalsi zmény v postupu. Mnozstvi ziskaného extraktu je pro méfeni prvki
dostate¢né. Touto Upravou postupu lze uSetfit vyznamné mnozstvi chemikalii a snizit tak
ekologickou zatéz pracovisté i pfimé néklady na analyzy. Dale se snizi spotieba kontrolnich

vzorkl a také vzorki analyzovanych ptd, které mohou byt vyuzity k dalSim analyzam.

5  Prilohy

Ptiloha 1. Vysledky méteni extrakt vzorkd pud z navazky 10 ga 5 g — pracovisté Opava, Plzen,
Brno.

Ptiloha 2. Namétené hodnoty opakovaného méteni referenc¢nich vzorkil a vypocty relativnich
smérodatnych odchylek.

Ob¢ ptilohy jsou dostupné na vyzadani u autord této prace.
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Zavedeni kvalitativni detekce transgenu MON 87751 u sdéji

Jana Stehlikovd

Ustiedni kontrolni a zkugebni ustav zem&d&lsky
OdMB Brno, Hroznova 2, 603 00 Brno

jana.stehlikova@ukzuz.cz

1 Uvod

Geneticky modifikovany organismus (GM organismus, GMO) je organismus, jehoZ geneticky
materidl byl umysln€ zménén, a to zptisobem, kterého se nedosédhne ptirozenou rekombinaci.
Dotcené techniky jsou uvedeny v Zakonu o nakladéani s geneticky modifikovanymi organismy
a genetickymi produkty €. 78/2004 Sb. v aktudlnim znéni.

Geneticky modifikované (GM) nebo také transgenni plodiny jsou takové rostliny, u kterych
byl zménén dédiény material (DNA) pomoci genovych technologii. Jedna se o Slechtitelské
metody z oblasti biotechnologii, které mimo jiné umoznuji mezidruhovy pienos gent.

MON 87751 je geneticky modifikovana soja, jejiZ DNA byla modifikovana pomoci cry1A.105
a cry2Ab2 pochazejicich z Bacillus thuringiensis subsp. Kumamotoensis. Produktem jsou
proteiny CrylAb, CrylF a CrylAc a cry2Ab2 delta-endotoxin zptsobujici poskozeni stievni
vystelky hmyzu Lepidoptera.

Vysledkem je rezistence vuéi Skudctim fadu Lepidoptera.

Cilem prace je rozsifit spektrum dosud stanovovanych genetickych modifikaci u s¢ji

0 kvalitativni stanoveni MON 87751 a urceni meze detekce stanoveni.

2 Princip

Zakladem metody detekce genetickych modifikaci je polymerazova fetézova reakce (dale
PCR). Jedna se o bézn¢ pouzivanou metodu, pii které dochazi k mnohonasobnému zmnoZzeni
konkrétniho pozadovaného useku DNA. V tomto pfipadé se jednd o klasickou PCR

s elektroforetickou detekci amplikonu na agar6zovém gelu.
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3 Material a metody

Pro zavedeni analyzy byly pouzity izoldty DNA z certifikovanych referennich materialt

(CRM) od The American Oil Chemist’s Society (AOCS)

AOCS 0215-A, Non-Modified soybean powder, No MON89788, MON87701, MON87705,
MONS87708, MON87769 (pure, < 0,1 %), laboratorni znac¢eni: CRM 19/2014

AOCS 0215-A, MON 87751 Soybean Monsanto Event MON87751 Powder, (pure), laboratorni
znac¢eni: CRM 1/2019

Izolace byla provedena pomoci zavedeného komeréniho kitu (NucleoSpin® Food —
MACHEREY-NAGEL). U izolati DNA byla zmétfena koncentrace, byly otestovany na kvalitu
i amplifikovatelnost DNA.

3.1  Pristroje a pomiicky

Extrakce DNA

Véhy s ptesnosti 0,01 g.

Vodni lazen nebo termoblok, pfednostné s vibraci, tfepanim.

Centrifuga.

Minishaker, vortex.

Elektromagnetické michadlo s ohifevem.

Pienosnd UV lampa.

Digestof.

pHmetr.

Lednice.

Mrazici box.

Automatické pipety s nastavitelnymi objemy (0,1 — 1000) pul, Spicky s filtrem a bez filtru.
Plastové zkumavky s vickem 0 objemu (2 — 2,5) ml.

Latexové rukavice bezpudrové, laboratorni sklo, obalovy materidl, stojanky na zkumavky,
odpadni nadoby.
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Méreni koncentrace a Cistoty DNA, gelova elektroforéza

Nizkoobjemovy spektrofotometr, vinové délky (230, 260, 280) nm.

Elektromagnetické michadlo s ohievem.

pHmetr.

Lednice.

Mrazici box.

Automatické pipety s nastavitelnymi objemy (0,1 — 1000) ul, $picky s filtrem a bez filtru.
Plastové zkumavky s vickem 0 objemu (2 — 2,5) ml.

Elektroforetickd vana, zdroj napéti, elektroforetické hiebinky.

Fotodokumentac¢ni zafizeni se softwarem.

Latexové rukavice bezpudrové, laboratorni sklo, obalovy material, stojanky na zkumavky,

odpadni nadoby.

PCR reakce — amplifikace

PCR box.

Minishaker, vortex.

Termalni cykler.

Automatické pipety s nastavitelnymi objemy (0,1 — 1000) pl a sterilni Spicky s filtrem i bez
filtru.

Plastové sterilni zkumavky, 0,2 ml, 0,5 ml, 2 ml.

Vyrobnik ledu.

Lednice.

Mrazici box.

Latexové rukavice bezpudrové, obalovy materidl, stojanky na zkumavky, odpadni nadoby,

nadoba na uchovani ledu.
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3.2  Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.

Extrakce DNA

NucleoSpin® Food, vyrobce Macherey — Nagel, kit pro izolaci genomické DNA z potravin
a krmiv.

Lysis Buffer CF.

Buffer C4.

Wash buffer CQW.

Wash buffer C5 (koncentrat).

Elution buffer CE.

NucleoSpin® Food Columns (plus Collection Tubes).

Proteinase K (lyofilizat).

Proteinase buffer PB.

Meéreni koncentrace a Cistoty DNA, gelova elektroforéza

Agar6za pro molekularni biologii.

Pracovni roztok 1 x TAE pro elektroforézu.

1% Pracovni roztok interkala¢niho barviva (ethidium bromid).

EZ Load Precision Molecular Mass Standard, BIO-RAD.

6 x Loading Dye Solution.

Elektroforeticky marker pro amplifikaty (napt. EZ LoadTM Molecular Ruler 50 bp PCR
Biorad).

Ribonuklease A 10 mg / ml (DNase and protease free).

PCR reakce — amplifikace

REDTag® ReadyMix™ PCR Reaction Mix with MgCl,, vyrobce Sigma—Aldrich, univerzalni
reakéni smés pro PCR (dale REDTagq).

REDTaq ReadyMix PCR Reaction Mix with MgClo.
PCR voda.
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Dalsi potifebné chemikalie nedodavané v ramci kit

Voda vhodna pro PCR.

Dekontaminacni roztok pro oSetfeni ploch.

Amplifikacni primery: Pro analyzy byly pouzity amplifikacni primery od firmy Generi-
Biotech.

Primery pro vnitini (referen¢ni) gen soji, s6jovy lektin:

GMO-3: 5°>-GCC CTC TAC TCC ACCCCC ATC G-¥

GMO-4: 5°>-GCC CAT CTGCAAGCCTTTTTG TG-3’

Primery pro MON88751:

MONS87751 primer 1: 5°>-GGC CTA ACT TTT GGT GTG ATG ATG-3’
MON87751 primer 2: 5>-CTA AAT TGC TCTTTGGAG TTT ATT TTG TAG -3’

3.3 Pracovni postup

Pro zavadéni byly pouzity postupy JPP 10252.1 Izolace DNA pro stanoveni GMO metodou
PCR-kit Nucleospin Food, JPP 10255.1 Provedeni polymerazové fetézové reakce (PCR)
pomoci kitu RedTaq pro stanoveni GMO), JPP 10257.1 Gelovéa elektroforéza pro stanoveni
GMO metodou PCR a JPP 10259.1 Vyhodnoceni vysledki stanoveni GMO metodou PCR.

Tabulka 1. SloZeni reakéni smési pro PCR pomoci kitu REDTaqg® ReadyMix™ PCR
Reaction Mix (jednoducha PCR), vniti'ni gen séji i MON87751.

Slozka Koncentrace Finalni Objem (ul/reakce)
roztokil koncentrace

PCR voda 6,5
RedTagq PCR MIX 2 x 1 x 12,5
Primer F 20 uM 0,4 uM 0,5
Primer R 20 uM 0,4 uM 0,5
Templatova DNA 10 ng/pul 50 ng 5
Objem smési v¢. templatu 25
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Vnitini gen soji
Primery: GMO3 /GMO4
Délka amplikonu: 118 bp

Tabulka 2. Amplifika¢ni program.

Faze Teplota (°C) Cas (s) Pocet cykla

Pocatecni denaturace 94 60 1

Denaturace 94 45

Annealing 57 50 35

Elongace 72 60

Zavérecna elongace 72 355 1
MON 87751

Primery: MON87751 primer 1/ MON87751 primer 2
Délka amplikonu: 87 bp

Tabulka 3. Amplifika¢ni program.

Féaze teplota (°C) ¢as (s) pocet cykll
Pocatecni denaturace 95 600 1
Denaturace 95 15 40
Annealing a extenze 60 60

4 Vysledky a diskuse

Kvalita DNA

Pro zavadéni byla extrahovana DNA z CRM GM negativni s6ji (CRM 19/2014) a z CRM so6ji
MON&87851 (CRM 1/2019). U izolat byla zméfena koncentrace (tabulka 4), otestovana kvalita
i amplifikovatelnost DNA (obrazky 1, 2, 3, 4).
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Kritéria Cistoty dand pomérem A 260/280 byla splnéna u vSech izolati (doporuc¢eny pomeér
absorbanci je v rozmezi 1,7 az 2,0), u poméru A 260/230 jsou hodnoty pro n€které izolaty nizsi
(doporuceny pomér absorbanci je v rozmezi 1,6 az 2,2). Divodem muze byt pfitomnost
zbytkovych sacharidii nebo samotnd nizka koncentrace DNA v izolatu. Pokud se prokaze
apmplifikovatelnost DNA, je mozné s izolatem dale pracovat. Kvalita na gelu a koncentrace
izolati vyhovovala pozadavkiim na analyzu a vSechny izolaty byly pro analyzy vyhovujici.

Tabulka 4. CRM 1/2019- hodnoty namérenych koncentraci a hodnoty urcujici Cistotu
vyextrahované DNA.

CRM Koncentrace A 260/A 280 A 260/230
ng/pl
Soja CRM 19/2014 A 44,6 1,74 1,73
B 24,3 1,90 1,69
C 33,5 1,82 1,45
D 25,7 1,73 1,46
E 29,8 1,70 1,62
Soja CRM 1/2019 A 37,8 1,95 1,59
MON 87751 B 14,6 1,86 1,50
100 % GM m/m C 38,0 1,93 1,64
D 17,8 1,84 1,33
E 15,3 1,78 1,47

CRM 1/2019_ MONS87751

CD E F MM2el

Obrazek 1. Kvalita izolatai DNA, CRM 1/2019 izolaty A, B, C, D, E (F a smés z 2.eluce).
MM - Load Precision Molecular Mass Standard, KI — kontrola izolace.
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CRM 19/2014

KIi MMA B C D E MM

W

- 10000p
o 750 bp
5000p

200bp

Obrazek 2. Kvalita vyizolované DNA, CRM 19/2014, izolaty A, B, C, D. E. MM - Load
Precision Molecular Mass Standard, KI — kontrola izolace.

VG soja_CRM 1/2019 MONB87751

BT KI M5S0OA B C D E M50 PK

- — 250 bp

150 bp
118 b A S . - - 100 bp

50 bp

Obrazek 3. Vnitini gen soji (118bp) - CRM 1/2019, izolaty A, B, C, D, E; BT -
beztemplatova kontrola, M50 — hmotnostni marker 50 bp, KI — kontrola izolace, PK-
CRM 34/2012.
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VG soja CRM 19/2014

BT M50°S1 S2 M50 PK

250 bp P

100 bp - ;e
50 bp

Obrazek 4. Vnitini gen séji (118bp) - CRM 19/2014, smés izolata S, BT — beztemplatova
kontrola, M50 — hmotnostni marker 50 bp, PK-CRM 34/2012.

Spravnost stanoveni MON 87751

Bylo provedeno stanoveni MON87751 z izolatd (A, B) CRM 1/2019 s koncentraci DNA

Vv izolatu Sng/ul a s koncentraci DNA 10 ng/pl. Zkousky byly pozitivni (obrazek 5).
MONS87751_CRM 1/2019

M50A B A B
c=10

R

SThp e o 4

Obrazek 5. Stanoveni MON87751 (87 bp), BT — beztemplatova kontrola, M50-marker 50
bp, NK — CRM 19/2014, CRM 1 /2019: Izolaty A, B v koncentracich 5 ng DNA/ul a 10 ng
DNA/UL.
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Mez detekce stanoveni MON87751

Dale byla stanovena mez detekce metodou fedici fady s pouzitim izoldtu nemodifikované
genomické DNA sdji (CRM 19/2014). Byla provedena amplifikace izolatu DNA CRM 1/2019
0 obsahu modifikace 100 %, 10 %, 1 %, 0,1 % a 0,05 % GM m/m a nasledné opakovana pro
rozsah 1 %, 0,1 % a 0,05 % GM m/m.

K amplifikaci a detekci produktu doslo ve vSech opakovanich (obrazky 6, 7-10).

Z vysledkt analyz vyplynulo, ze obsah modifikace MON87751 Ize detekovat na hladiné
0,05 % GM m/m.

Mez detekce se ovétila provedenim péti nezavislych PCR (amplifikaci) zavadéné modifikace.

MON 87751- CRM 1/2019 MON 87751_CRM 1/2019

M50 100% 10% 1% 0.1% 005% M50

MON ST?f:l_CR.\‘i 1/2019 MON 87751_CRM 1/2019

BT NK M50 1% 01% 0,05% M50

RIRE L
LR A

t |
;

(2]
-~




MON 87751_CRM 1/2019

M50 1% 01% 0,05% M50

Obrazky 6 — 10. Stanoveni MD transgenu MON87751 (87 bp), BT — beztemplatova
kontrola, NK — CRM 19/2014, M50-marker 50 bp. CRM 1/2019: 100 %, 10 %, 1 %; 0,1
%:; 0,05 %. Amplifikacni kit REDTaq. PCR probéhla do koncentrace 0,05 %.

Béhem verifikace se postupovalo podle metod JPP (postupy ¢. 10252.1, 10255.1, 10257.1,
10259.1) a metody validované EURL. Zachovaly se sekvence primerti i amplifika¢ni programy.
Z vyse uvedenych vysledkl vyplyva, Ze testovany certifikovany referenéni material vykazuje
pruh v ptislusném misté.

Detekovatelnost pruhtt DNA je zavisla zejména na koncentraci templatové DNA, kvalité
templatové DNA (zavisi na zptsobu izolace, skladovani apod.), kvalit€ amplifikacnich primerd,

kvalité gelu, pouzitém interkalaénim barvivu a provedeni elektroforézy.

S5  Zavér

Cilem prace bylo zavést metodu pro detekci nové genetické modifikace s6ji MON87751
a rozsitit tak spektrum dosud stanovovanych genetickych modifikaci v laboratoii OdMB.
Metoda stanoveni s6ji MON87751 byla zavedena s mezi detekce 0,05 % GM m/m.

Tato metoda se zaradi jako dalSi parametr pfi zkouSeni ptitomnosti genetickych modifikaci

u vzorku krmiv a osiv.
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