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Zabezpeceni jakosti vysledki zkousek

Vladimira Vilamovd

Ustiedni kontrolni a zkusebni ustav zemeédélsky, Narodni referenéni laborator — Regionalni
oddéleni Opava (NRL-RO), Jaselska 16,

e-mail:vladimira.vilamova@ukzuz.cz

1. Uvod

Provéreni systému jakosti zkusebni laboratore akreditované podle mezinarodni normy
CSN EN ISO/IEC 17025 zahrnuje viechny pozadavky, které musi zkusebni laborator spinit,
aby mohla prokazat, ze je odborné zpusobila a ze je schopna produkovat odborné platné
vysledky.

Cilem zkusebni laboratore je produkovat spravné a piesné vysledky v co mozna
ngkratsich terminech za dodrzeni vsech pozadavki této normy. Vysledky zkousek
provadénych v. NRL RO Opava dslouzi jako podklady pro spravni rozhodnuti, pro dalsi
¢innosti vyplyvajici ze zakoni a pro potieby technickych odbori. Je proto dulezité, aby
chybné vysledky byly svelkou jistotou vylouceny.

Tato souvisgici dokumentace k Priruc¢ce jakosti (SDPJ) zpracovava vertikalnim
zptsobem téma.,,Zgjistovani jakosti vysledki zkousek a kalibraci — CSN EN ISO/IEC 17025,
kap. 5.9“ pro potireby pracovnikt zkusebni laboratore, vysvétiuje pojmy, postupy a vypocty
pouzivané v laboratofi.

V CSN EN ISO/IEC 17025, kap. 5.9 - Zajistovani jakosti vysledki zkousek a kalibraci
jeuvedeno:

,Laborator musi mit postupy Fizeni jakosti pro monitorovani platnosti provedenych
zkousek a kalibraci. Vystupni idaje musi byt zaznamenavany zpiasobem, ktery zajist'uje
rozpoznatelnost trendia, a kde je to mozné, musi byt pro prezkoumavani vysedki
pouzity statistické metody. Toto monitorovani musi byt planovano a prezkoumavano a
muze zahrnovat, ale nesmi byt omezeno na:

- pravidelné pouzivani certifikovanych referenénich materiald a/nebo interni Fizeni
jakosti vyuzivajici sekundarni referenéni materialy

- ucast v programech mezilabor ator niho porovnavani nebo zkouseni zpasobilosti

- opakovani zkousek nebo kalibraci p¥i pouziti stejnych nebo jinych metod

- opakované zkouseni nebo rekalibraci zkousenych polozek

- korelaci vysedka pro rizné znaky ur ¢ité polozky*



Kazdy vysedek jakéhokoli méieni, ktery zkusebni laborator vyprodukuje, je zatizen
chybami. Tyto chyby |ze rozdélit na primarni a sekundarni.

Primarni chyby vznikai pti vlastnim métreni a lze je dale rozdélit na nahodné
(statistické), soustavné (systematické) a hrubé.

Sekundarni chyby vznikaji nasedné pii matematicko-statistickém zpracovani
experimentalnich vydedki a zafazujeme sem chyby matematického modelu, numerické
metody, chyby zaokrouhlovaci a mize se vyskytnout i chyba hruba.

Nahodné chyby se vyskytuji zcela nepravidelng, vznikaji pasobenim velkého poctu
nepravidelnych a tézko ovlivnitelnych vliva, které se s¢itgji nebo kompenzuji, takze jejich
konecna hodnota je vétsinou mala a obvykle nezkresluje vysledek smérem k vyssim anebo
nizsim hodnotam. Tyto chyby nikdy nelze zcela odstranit. Soustavné chyby maji staly
predvidatelny charakter, zkresluji vysledek vzdy v ur¢itém sméru a maji vzdy konkrétni
pricinu, napr. nespravné meérici, opotiebovany nebo Spatn¢ kalibrovany pristroj, nevhodné
zvolenou mefici techniku apod. Mize se jednat o chyby aditivni (vysledky jsou zkresleny o
uréitou hodnotu) nebo multiplikativni (vysledky jsou zkresleny umérné velikosti udaje).
Hrubé chyby vznikaji vétsinou jednorazove v diasledku vyjimecné priciny v procesu mereni
nebo zpracovani dat, malé peclivosti nebo nedodrzenim piedepsanych podminek experimentul.

Chyby matematického modelu se projevuji pri interpretaci experimentalnich dat
nevhodnym matematickym modelem (napi. prolozeni parabolické zavislosti primkou) apod.
Chyby numerické metody jsou disledkem pouziti priblizné numerické metody namisto
piesného zpracovani. Nevyhneme se jim, jestlize presné tfeSeni lezi pouze v limité.
Zaokrouhlovaci chyby vznikaji pri vypoctech v dasledku zaokrouhlovani na urcity pocet
desetinnych mist. Obvykle jsou vyznamné pii postupech svelkym mnozstvim na sebe
navazujicich kroka. Nepromyslené zaokrouhlovani se vyrazné projevi navysedku i v pripadé
odecitani velikosti srovnatelnych cisel, coz byva casté pii statistickém zpracovani dat.
Obecné |ze Fict, ze chyby ovliviiuji spravnost a piresnost vysledku.

Spravnost je veli¢inav jednom experimentu statisticky nepostizitelna alze ji posoudit
pouze srovnanim svysledky jiné spolehlivé metody nebo srovnanim se skute¢nou hodnotou,
pokud je znama.

Presnost je velicina statisticky postizitelna opakovanim pokusu za stejnych podminek.
Jestlize pri tom budeme ziskavat vysledky pouze malo odlisné, oznacime takové méreni za
presnéjsi v porovnani s mérenim, pri kterém se vysledky znacné lisi.

Vysledky, které jsou piesné a spravné soucasne, oznacujeme jako spolehlivé.
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2. Operativni Fizeni jakosti
Operativni fizeni jakosti (QC) je nedilnou soucasti zabezpecovani jakosti vysedki

zkousek. Déli se navnitini fizeni jakosti (1QC) a externi fizeni jakosti (EQC).

2.1 Vnitrni Fizeni jakosti

Vnitfni fizeni jakosti je povazovano za souhrn postupi a cinnosti provadénych
laboratornim personalem pro nepietrzité sledovani jednotlivych operaci a vysledka méieni za
ucelem rozhodovani, zda vysledky jsou dostatecné spolehlivé a vérohodné pro expedici
z laboratore. Je to soubor opatieni, které musi analytik spinit a tim se ujistit, ze data
produkovana laboratori splnuji pozadavky pro zamyslené pouziti.
V NRL RO Opava zahrnuje 1QC tyto kroky:
- kontrola opakovatelnosti analytickych vysedki
- kontrola anal yzou referencnich materialt
- kontrola analyzou duplicitnich vzorku

- navazovani interniho referenéniho materialu na certifikovany referenéni material

2.1.1 Kontrola opakovatelnosti analytickych vysedka

Opakovatelnost metody je definovana jako tésnost shody mezi navzajem nezavis ymi
vysledky zkousek ziskanymi za podminek opakovatelnosti (podminky, kdy navzijem
nezavidé vysedky zkousek se ziskaji opakovanym pouzitim téze zkusebni metody na
identickém materialu, v téze laboratori, tymz pracovnikem za pouziti tychz pristroji a
zarizeni, béhem kratkého ¢asového rozmezi).

V piipadé dvou paralelnich stanoveni se piesnost vysledka urcuje pomoci tzv.
dovolené diference paralelnich stanoveni, tj. maximalni rozpéti, které charakterizuje presnost

vysledkt adovoluje toto rozpéti vysvétlit pritomnosti nahodnych chyb.

2.1.1.1 Vypocet hodnot opakovatelnosti
Pro urceni dovolené diference se vychazi z vypoctené smérodatné odchylky, kterou

ziskame z vysledka paralelnich stanoveni nebo z vicenasobného méieni jednoho vzorku:

1) z paraelnich stanoveni (pro razné vzorky, pro rizné koncentracni hladiny) xi, Xa, :
smérodatna odchylka s;:
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pocet vzorka: m
pocet méreni: n = 2m
rozdil dvou paralelnich stanoveni: R;

Rj = (Xj1- Xj2)

2) z vicenasobnych meéieni jednoho vzorku:
smeérodatna odchylka s, (charakterizuje rozptyleni jednotlivych hodnot x; okolo prameéru x):

n 2

5= axx) @
Nigy
pocet stupnd volnosti: n (zden = na-1)
pocet mereni: Na
aritmeticky primer: x =1/ na«a"=1 X;
Dovolena diference Rmax j€ pak vyjadiena pro zvolenou hladinu vyznamnosti a a koeficient
spolehlivosti P = (1-a):

Rmax = Q . S (©)
smérodatna odchylka: s
tabelovana hodnota koeficientu (viz. tabulka 1): q

Tabulka ¢. 1: Hodnoty koeficienti pro vypocet dovolené diference riazného poctu
paralelnich stanoveni

n P, q

pro opakovana mereni pro paral elni mereni

0,90 0,95 0,99 0,90 0,95 0,99
2 2,33 2,77 3,64 2,06 2,46 3,23
3 2,90 3,31 4,12 1,71 1,96 2,43
4 3,24 3,63 4,40 1,57 1,76 2,14
5 3,48 3,86 4,60 1,50 1,66 1,98

Ukazatel opakovatelnosti je pak definovan rovnici (3), pricemz pro 95%-ni interval
gpolehlivosti dvou paralelnich stanoveni napt. plati: Rmax = 2,77 . S



2.1.1.2 Postup kontroly opakovatelnosti

Kazda zkouska se provadi vzdy ve dvou paralelnich stanovenich (na = 2 (X1, X2)).
Rozdil obou vysledkd, tj. jeich rozpéti R, se porovnava s dovolenou diferenci
opakovatelnosti Rmax, Ktera je pro zkousky krmiv dana Vyhlaskou 124/2001 Sh. apro ostatni
zkousky dtatisticky spocitana z namérenych hodnot vyse uvedenym postupem (vyuziti
programu EffiValidation). Tyto vypoctené nebo tabulkové hodnoty opakovatelnosti jsou
ulozeny v laboratornim informacnim a fidicim systému LAB, ktery automaticky provede
srovnani rozdilu paralelnich stanoveni s touto hodnotou, popt. upozorni najejich prekroceni.

Hodnoty opakovatel nosti jsou vyjadieny absolutné nebo relativné v %.
a) absolutni vyjadieni Ra:
Vypocte se rozdil paralelnich stanoveni:
R= (Xx1—X%2) =Ra 4)

Vydedek R, se porovnava s hodnotou opakovatel nosti.
b) relativni vyjadieni Rg(%):
Vypocte se rozdil paralelnich stanoveni R ajgjich pramer x

R = (X1—X) 5
X = (Xe+X%)/2 (6)
Re(%) = R*100/Xx 7

Vysdedek Re(%) se porovnava s hodnotou opakovatel nosti.

Pri kontrole opakovatel nosti mohou nastat tyto moznosti:
1) Pokud je spinéna podminka - Re,Ra £ Rmax

vypocte se pramér obou paralelnich stanoveni a uvede se jako vysledek analyzy.
2) Je-li - ReRa > Rmax

provedou se dalsi dvé opakovana stanoveni (X3 X4) a stejnym postupem se zjisti, zda vyhovuji
podmince opakovatelnosti. Pak je nutno uréit, jestli v souboru 4 (a vice) ziskanych vysledki
neni "odlehly" vysedek (indikuje piitomnost hrubé chyby v daném souboru vysledku).
Oveéieni se provadi pomoci statistickych testi (Grubbsiv test T, Deantiv — Dixoniv test Q).
Tyto testy jsou pouzitelné pro 4 a vice platnych méieni. Provede se poradkova statistika
souboru vysledki, tzn. sefadi se podle hodnot od nginizsi (X1) po Ngjvyssi (Xy).

Grubbsiv test T testuje odlehlost krajnich hodnot od priméru (mira rozptyleni) a Deantv —
Dixonuav test Q testuje odlehlost krajnich hodnot od sousednich (rozpéti). Vypoctené hodnoty
T1 a Ty, Q1 a Q, se porovngji skritickymi tabelovanymi hodnotami T, a Q.. Software pro



vypocet odlehlych bodti Grubbsovym a Deanovym — Dixonovym testem je soucasti
laboratorniho informa¢niho afidiciho programu LAB, ktery automaticky dokaze odlehlé body
identifikovat.

Tyto testy se vyuzivai i v pripadé, kdy je zkouska opakovana dalsimi dvémi
paralelnimi stanovenimi, provedenymi z duvodu ovéieni vysledku (vysledek neodpovida
deklarovanym nebo normovanym hodnotam, hodnoty analyz referen¢niho vzorku jsou mimo
regulacni meze apod.).

3) Jestlize pri neékolika analyzach v kratsim ¢asovém tiseku jsou rozdily paralelnich
stanoveni Vv¢étsi nez dovolena hodnota opakovatelnosti, je tieba piezkoumat pouzivany
analyticky postup, odmérné sklo, vahy, pouzivany piistroj, kalibracni kiivku, pomocné
roztoky apod.

Rozpéti R = X1 — X2 je tieba chapat neabsolutné avsimat si i jeho znaménka. Indexy 1 »
znxti poradi, ve kterém byly vysledky ziskany. Vychazi-li R soustavné vétsi nebo soustavné

mensi nez nula, je ucelné zjigtit aodstranit piicinu této podezielé pravidel nosti.

2.1.2 Kontrolaanalyzou referenéniho materialu

Zarazovanim referencnich vzorka do kazdé analytické varky je sledovana spravnost a
piresnost analytické metody. Podminky stanoveni jsou v ramci analytické série povazovany za
konstantni (pouzita ¢inidla a chemikalie, pristroje a zafizeni a jgich nastaveni, personal a
laboratorni prostiedi se za idealnich podminek béhem analyzy série neméni). Tyto referencni
vzorky jsou vyhodnocovany pomoci regulacnich diagramu, které signalizuji pritomnost
nenahodnych chyb. Jgjich vznik je datovan do dvacatych let minulého stoleti a je spojen se
jménem amerického statistika Shewharta — Shewhartovy diagramy. Vynesenim hodnot
sledovanych parametri v zavislosti na case ¢i poradi analyz |ze sledovat stabilitu sledovaného
systému a ¢init usudky o povaze variability ziskanych vysledka. Regulacni diagram je
grafem dlouhodobého casového prabéhu néekteré metrologické charakteristiky méreni
(prameru, rozpéti @.) a slouzi jako diagnosticky nastroj k posouzeni, zda se sledovana
velic¢ina chova tak, jak ocekavame a nedoslo-li k necekané zmene.

Konstrukce Shewhartovych diagramt spociva v zakresleni centralni linie (CL), ktera
znxti standardni, ocekavanou cilovou hodnotu sledovaného parametru a tii dvojic sni
rovnobéznych mezi nad i pod centralni linii. Nazyvame je obvykle horni a dolni pomocna
mez (HPM, DPM), horni a dolni varovna mez (HVM, DVM) a horni a dolni regulacni mez
(HRM, DRM).



Regulacni meze lezi postupné ve vzdalenosti:

HPM, DPM: CL +£1s

HVM, DVM: CL £2s

HRM, DRM: CL +3s

kde s je smérodatna odchylka opakovanych méreni (viz. rovnice ¢. 2).

V pripadé normalniho rozdéleni vysledka ohranicuji varovné meze pasmo, ve kterém by mélo
lezet 95% vysledkt vsech méfeni daného analytu v prislusném typu vzorku. Do pasma

daného regulacnimi mezemi by pak mélo padnout 99,7% vsech vysledkt v dané oblasti.

2.1.2.1 Typy regulaénich diagrami a zpasoby jgich vedeni

Regulacéni diagramy patii k zakladnim nastrojim regulace jakosti vysledki zkousek
v analytické laboratori. Lze je vést nékolika zpusoby a pro rizné typy referencnich materialu.
Laboratorni informacni a ridici systém LAB, pouzivany v NRL RO Opava, umoznuje jejich
vedeni riznymi zpusoby, provede jgich automatické vyhodnoceni a také statistické
zpracovani pouzitych hodnot, které urci, zda data splnuji zakladni predpoklady (normalita,

nezavisglost, neptitomnost vybocujicich méient).

2.1.2.1.1 Analyza vnitrolaboratorniho referenéniho materialu - VRM

Timto postupem se kontroluje pouze presnost metody. Pro tyto ucely je mozno pouzit
libovolny material, ktery musi splnovat tyto zakladni podminky:
- musi byt dostatecné homogenni
- musi byt stabilni
- musi ho byt dostate¢né mnozstvi
- matrici a fyzikalnimi vlastnostmi se musi co nejvice podobat vzorkim zpracovavanym
v laboratofi

V pocatecnim obdobi, kdy 1ze metodu povazovat za stabilni (provérenim anayzou
interniho referencniho materialu nebo certifikovaného referencniho materialu) se skazdou
analytickou varkou provede zaroven n¢kolik analyz vlastniho VRM, které budou slouzit jako
vychozi mnozina hodnot pro budouci analyzy. Pii dalsim zafazovani VRM do kazdé
analytické varky vzorka se tato tivodni série vysledki prabézné rozsifuje pozdeji ziskanymi
daty za soucasného prepocitavani regulacnich mezi a statistického zpracovani dat. Takto
ziskané regulacni diagramy jsou vyhodnocovany podie pravidel, uvedenych v kapitole
2122



Priklad: Regula¢ni diagram pro vnitrolaboratorni referencni material (VRM K124/03) —
stanoveni dusikatych latek v krmivech destilacni metodou podle Kjeldahla

Tabulka ¢. 2: Hodnoty regula¢niho diagramu pro VRM K 124/03 — stanoveni
N.L. v krmivech destilaéni metodou podle Kjeldahla

Cislo méfeni | Naméfena hodnota Cislo mé&ieni Naméiena hodnota

(g/kg) (9/kg)
1 180,6 11 182,6
2 180,1 12 182,3
3 181,6 13 181,2
4 1815 14 181,8
5 180,4 15 183,1
6 179,9 16 180,9
7 180,2 17 179,9
8 181,2 18 180,3
9 179,0 19 180,1
10 182,2 20 179,5

Obrazek ¢. 1. Regulaéni diagram VRM K 124/03 — stanoveni dusikatych latek
v krmivech destila¢ni metodou podle Kjeldahla




Parametry regulacniho diagramu:  Pramér: 180,92
HRM: 184,239
DRM: 177,601
HVM: 183,133
DVM: 178,707
Hodnoty statistického zpracovani dat regulac¢niho diagramu:
Pocet hodnot: 20
Primér: 180,92
SD: 1,10625
RSD: 0,6114591 %
Median: 180,75
SD med.: 0,3571413
Spic¢atost: 2,1835
Sikmost: 0,2836238
Shapirav - Wilkuv test : normalni rozdéleni
Test.krit.: 0,0058772
Tab.hodn. : 0,905
Normalita (Sikmost - Spic¢atost): normalni rozdéleni
Test.krit.: 2,64493
Tab.hodn.: 5,99
Grubbsiv test: OK
Dean-Dixoniv test : OK
Autokorelace : nezavislost potvrzena
Test.krit.: 2,02676
Tab.hodn.: 2,079
Test vnitinich hradeb : OK

2.1.2.1.2 Analyza interniho referenéniho materialu — IRM

Pro tyto ucely je pouzivan referencni material, ktery ma znamou a statisticky
podlozenou referencéni hodnotu a je jimi sledovana jak spravnost, tak piesnost pouzivané
metody. V laboratori se jedna o vzorky, které byly ziskany nebo piipraveny nasledujicimi
zpusoby:
- byly analyzovany v ramci mezilaboratornich porovnavacich zkousek organizovanych NRL
OKP Brno



- vlastni referencni material (stabilni, homogenni, matrici podobny analyzovanym vzorkam,
dostupny v dostatecném mnozstvi) navazany na certifikovany referencni material (viz. dale)
- vlastni referencni material pripraveny uméle (z analyti o znamé koncentraci)
- vlastni referencni material obohaceny standardnim pridavkem

Vzorky, které byly analyzovany v ramci MPZ UKZUZ Brno maji vysledky statisticky
zpracované a publikované. Zpracovani jgich vysledka se sklada ze dvou ¢asti. V prvni ¢asti
je vypocten median a vylouceny odlehlé hodnoty, ve druhé ¢asti je vypocitano Z-score (rozdil
mezi namétrenou hodnotou a hodnotou aritmetického praméru déleny smérodatnou odchylkou
vypoctenou po vylouceni odlehlych hodnot), které je vyjadieno v ¢iselné i grafické podobg.
Median a smérodatna odchylka se pouziji pro zadani centralni linie a regulacnich mezi
regulacniho diagramu. Takto ziskané regulacni diagramy jsou vyhodnocovany podle pravidel,
uvedenych v kapitole 2.1.2.2.
Priklad: Regulatni diagram interniho referen¢niho materialu o znamé referencni hodnoté —
stanoveni drasliku v pade ve vyluhu Mehlich 111 metodou AES.

Tabulka €. 3: Hodnoty regulaéniho diagramu pro IRM 58 (KT 5617) — stanoveni
dradiku v padach ve vyluhu Mehlich 111 metodou AES

Cislo méeni | Namérena hodnota | Cisloméreni | Naméiena hodnota

(mg/kg) (mg/kg)
1 316 14 325
2 307 15 330
3 323 16 320
4 317 17 331
5 318 18 306
6 326 19 298
7 321 20 302
8 335 21 341
9 312 22 320
10 329 23 327
11 323 24 325
12 320 25 306
13 333
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Obrazek €. 2: Regulaéni diagram IRM 58 (KT 5617) - stanoveni K v padach ve vyluhu
Mehlich 111 metodou AES

Parametry regulacniho diagramu:  Referencni hodnota (z MPZ): 320,5
Smérodatna odchylka (z MPZ): 14,0
HRM: 362,5
DRM: 278,5
HVM: 348,5
DVM: 2925
Hodnoty statistického zpracovani dat regula¢niho diagramu:
Pocet hodnot: 25
Primer: 320,44
SD: 10,7008
RSD: 3,3394 %
Median: 321
SD med.: 2,04082
Spicatost: 2,55827
Sikmost: -0,334869
Shapirav-Wilkav test : normalni rozdéleni
Test.krit.: 0,0006678
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Tab.hodn.: 0,918
Normalita (Sikmost-spic¢atost) : normalni rozdéleni
Test.krit.:3,63264
Tab.hodn.:5,.99
Grubbsiv test : OK
Dean-Dixonuv test: OK
Autokorelace : nezavislost potvrzena
Test.krit.: 0,4007361
Tab.hodn.: 2,055
Test vnitinich hradeb : OK

2.1.2.2 Vyhodnocovani regula¢nich diagrami

Shewhartovy regulacni diagramy se hodnoti podle CSN SO 8258.

Opatieni k regulaci systému se provedou, jestlize je odhaleno nékteré z nasledujicich pravidel:
- jedna avice hodnot lezi vné regulacnich mezi

- Sest bodi za sebou je plynule stoupajicich nebo klesgjicich

- dva ze tii bodu v fadé za sebou lezi vné varovnych mezi (+ 2s) najedné stran¢ diagramu

- patnact boda za sebou lezi mezi pomocnymi mezemi (uvniti intervalu = 1s)

- posloupnost deviti boda lezi najedné stran¢ od centralni linie

- ¢trnact bodt za sebou pravidelné kolisa nahoru adolt

- Ctyfi z péti boda za sebou lezi za pomocnou mezi (+ 1s) najedné strané diagramu

- 0sm bodi za sebou lezi za pomocnymi mezemi (+ 1s) po obou stranach diagramu

- cyklicky ¢i jiny nenahodny vzhled vynasenych dat.

Pi zjisténi nenahodné slozky v datech, indikované porusenim nékterého ztéchto
pravidel, je systtm oznaten za statisticky nestabilni a na takto ziskana data se nelze
dostatecn¢ spolehnout. Je tieba neprodiené provést hlubsi analyzu vsech moznych pricin a
pozastavit produkci analytickych dat smérem ven az do doby, nez bude obnoven stav
statistické regulace. V pripade, ze neéktery vysledek analyzy VRM, IRM nebo CRM piekroci
regulacni meze, nelze povazovat vysledky rozbort ziskané v obdobi mezi analyzou tohoto
kontrolniho vzorku a nejblizsiho vyhovujiciho rozboru kontrolniho vzorku za spolehlivé a
prislusné vzorky je nutno po opétovném obnoveni stavu statistické regulace znovu
analyzovat.

Regulaéni diagramy jsou vedeny v systému LAB automaticky, pokud je zvoleny

kontrolni vzorek zarfazen piimo do varky vzorka, se kterymi byl analyzovan. Zafazovani
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kontrolniho vzorku se provadi u kazdého stanoveni, pro které existuje referencni vzorek. Pri
zapisu hodnot vysledku meéieni vzorka analytické varky se nejdiive provede zapis hodnoty
referenéniho vzorku, ktera je zaznamenana do prislusného regulacniho diagramu. Pokud
vysledky referencnich vzorka lezi vintervalu vymezeném ur¢enymi pracovnimi mezemi,
potom |ze predpokladat, ze data ziskana pii vysetreni zkusebnich vzorku v dané analytické
varce jsou spolehliva a do LABuU se zapisi hodnoty vysledka celé varky. V opacném pripadé
postupuje pracovnik podle pokynii pro vyhodnocovani regulacnich diagramd.

Tam, kde je to mozné, zarazuje se referencni vzorek do kazdé analytické varky. Pro
¢asové narocné zkousky (HPLC, stanoveni aminokyselin), kdy neni mozno zaradit referencni
vzorek do kazdé analytické varky, musi referenc¢ni vzorky tvorit minimalné 5% vsech
analyzovanych vzorka. Takovéto vysledky se zapisuji a vyhodnocuji samostatné a jejich
hodnoceni se vztahuje ke vsem vzorkiim analyzovanym mezi dvéma analyzami kontrolniho

vzorku.

2.1.3 Kontrola analyzou duplicitniho vzorku

Duplicitni vzorky jsou zafazovany do méieni v pripadé, jestlize sledovana latka je
¢asové nestabilni (vitamin A, vitamin E) a nema proto referencni vzorek. Pro takovéto vzorky
je opakovana jgich analyza v kratkém c¢asovém obdobi a vysledek je porovnavan s pavodni
hodnotou. V obou pripadech musi vysledky méteni vyhovovat podmince opakovatelnosti.
Vydedky duplicitnich stanoveni jsou vyhodnocovany pomoci regulacnich diagrami vedenych
v systému LAB, kde je zaznamenavan relativné vyjadieny rozdil duplicitnich stanoveni.
Pavodni vysledek: X1 = (X11 + X12)/2,
Opakovany vysledek: Xo= (X21 + X22)/2
Hodnota pouzita do RD: (X1 — X2)/(( X1 + X2)/2)

Priklad: Regulacni diagram stanoveni vitaminu E v krmivech metodou HPLC pro duplicitni

vzorky

Tabulka ¢.4: Hodnoty regula¢niho diagramu duplicitnich vzor ki — stanoveni vitaminu E
v krmivech metodou HPL C

Cislo | Piivodni | Opakovany | Relativni | Cislo | Piivodni | Opakovany | Relativni
méreni | vysledek | vysledek rozdil |méreni|vysledek | vysedek rozdil
(mg/kg) | (mg/kg) | vysledki (mg/kg) | (mg/kg) | vysledki
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1 76,2 78,2 0,0259067| 14 74,9 74,0 0,0120887
2 132,0 141,9 0,0722891| 15 47,2 42,7 0,1001112
3 137,0 140,1 0,0223746| 16 34,8 34,5 0,008658
4 71,3 69,2 0,0291919| 17 51,1 51,5 0,0077973
5 68,0 72,9 0,0691124, 18 63,0 60,4 0,0421394
6 60,1 62,2 0,0343418| 19 43,0 39,1 0,0950061
7 31,8 29,6 0,07008% | 20 71,1 72,3 0,0167365
8 55,9 60,0 0,0716444| 21 22,8 20,5 0,1062355
9 26,5 26,1 0,0152091| 22 39,2 38,6 0,0154242
10 93,5 93,7 0,0037314, 23 15,8 16,2 0,025
11 241 24,9 0,032653 | 24 46,0 45,9 0,0021762
12 8539,5 8951 0,0470541| 25 41,6 41,4 0,0048192
13 19,5 19,3 0,0103093

Obrazek €. 3: Regulaéni diagram duplicitnich vzor ki — stanoveni vitaminu E
v krmivech metodou HPLC

s e mm o — — — —— " — — o — —

Parametry regulacniho diagramu: Pramer: 0,0376 (3,76%)
HRM: 0,1346 (13,46%)
HVM: 0,102276 (10,23%)
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Hodnoty statistického zpracovani dat regulac¢niho diagramu:

Pocet hodnot: 25

Primér: 0,037604

SD: 0,0323357

RSD: 85,9901 %

Median: 0,0259067

SD med.: 0,00687

Spicatost: 2,40229

Sikmost: 0,8288143

Shapirav - Wilkuv test : normalni rozdéleni.
Test.krit.: 0,0297355
Tab.hodn.: 0,918

Grubbsiv test : OK

Dean-Dixonuv test: OK

Autokorelace : nezavislost potvrzena
Test.krit.: 0,702246
Tab.hodn.: 2,055

Test vnitinich hradeb : OK

Analyzy duplicitnich vzork musi pro sledovany parametr tvorit minimalné 10%
vsech analyz.

Kromé vyhodnoceni v LABu lze duplicitni vzorky vyhodnotit vypoctem, a to
srovnanim jejich rozdilu spovolenou hodnotou opakovatelnosti. Jestlize rozdil vysledki
analyz duplicitnich vzorki je mensi nez povolena hodnota opakovatelnosti, jedna se o systém
statisticky vyvazeny.

Stejnym zpusobem lze vyhodnocovat i vysedky vzorka z laboratorni kontroly
shodnosti (z MPZ, z analyz IRM, z analyz CRM apod.). Do regulacniho diagramu se vynasi
relativni chyba R(%) vypoctena takto :

R (%) = 100 * (obsah nalezeny - obsah "skutecny™)/obsah "skute¢ny"
obsah "skute¢ny": hodnota IRM, CRM nebo median z vyhodnoceni MPZ
2.1.4 Navazovani IRM na CRM

Podle moznosti a dostupnosti certifikovanych referencnich materiala |aborator

jedenkrat ro¢n¢ provadi navazovani vlastnich (pripravenych) materiald na certifikované

referencni materialy. U¢elem tohoto navazovani je priprava vlastnich IRM, kromé toho se
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analyzou CRM oveéii rovnéz spravnost postupu zkousky, spravna funkce pristroja, spravna
prace pracovniki, apod. Vlastni interni referencni material musi byt material, ktery se matrici
a obsahem analytu co nejvice podoba realnym vzorkam, musi byt dostate¢né homogenni,
stabilni a musi ho byt k dispozici dostatecné mnozstvi.

Vlastni navazovani se provede tim zpasobem , Zze v jedné analytické varce vzorka se
gpolecné analyzuje 3 — 6 navazek CRM a 10 — 20 navazek IRM. K vyhodnoceni navazovani
jsou vyuzivany programy EffiValidation a LAB. Namérené hodnoty parametri CRM se
statisticky vyhodnoti, program EffiVaidation provede jgich srovnani s certifikovanou
hodnotou a jeji povolenou odchylkou (viz. tabulka ¢. 5). V piipadé, ze analyza CRM je
hodnocena jako presna a spravna, |ze navazovany material pouzivat dale jako IRM.

Vysledky analyz parametri vlastniho IRM se vyhodnoti samostatné jako hodnoty
regulacniho diagramu v programu LAB. Statistickymi testy se zjisti, zda ve vybéru nejsou
odlehlé hodnoty, zda naméiena data maji normalni rozdéleni a zda nejsou zavisla. Pramér
vysledku a jgjich smérodatna odchylka pak urci regulaéni meze, ve kterych se pii nasledném
zarazovani do analytickych varek musi pohybovat hodnoty parametri IRM (viz. tabulka ¢. 6,
obrazek ¢. 4).

Priklad: Navazovani IRM 61 (vlastni IRM) na CRM 12 (puda ¢. 7004 — firma Analytika
s.r.0., Praha) pro stanoveni manganu v pudach ve vyluhu 2M HNO; metodou OES ICP

Tabulka €. 5: Vyhodnoceni spravnosti a presnosti analyzou CRM 12 — stanoveni Mn ve
vyluhu 2M HNO3; metodou OES |CP

Naméiené| Prumér |Referencni|Referencni|Vytéznost | Hypotézao| Hypotéza o
hodnoty |naméienych| hodnota | piesnost piresnosti | spravnosti
hodnot
(mg/kg) | (mg/kg) (mg/kg) | (mg/kg) (%)
533
546 543 527 24 103,04 prijata prijata
550

Zaver: Analyticka metoda poskytuje pro certifikovany referen¢ni material statisticky spravné
apresné vysledky.

Tabulka ¢. 6: Hodnoty regula¢niho diagramu pro IRM 61 — stanoveni Mn v padach
(vyluh 2M HNO3; metoda OES | CP)

Cislo méreni Naméiena hodnota Cislo méreni Naméiena hodnota
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(mg/kg) (mg/kg)
1 628 6 621
2 652 7 642
3 648 8 637
4 633 9 614
5 629 10 636

Obrazek ¢. 4: Regulaéni diagram - stanoveni Mn ve vyluhu 2M HNO3; (OES I CP)

Parametry regulacniho diagramu: ~ Pramér: 634

HRM: 352,54

DRM: 288,34

HVM: 341,84

DVM: 299,04

Hodnoty statistického zpracovani dat regulacniho diagramu:
Pocet hodnot: 10

Primér: 634
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SD: 11.6809

RSD: 1.84242 %

Median: 634.5

SD med.: 5.35714

Spic¢atost: 2.24185

Sikmost: -0.104055

Shapirav - Wilkuv test: normalni rozdéleni.
Test.krit.: 0.0732971
Tab.hodn: 0.842

Normalita (Sikmost - Spi¢atost): normalni rozdéleni.
Test.krit.: 0.2729613
Tab.hodn.: 5.99

Grubbsiv test : OK

Dean-Dixonuv test: OK

Autokorelace : nezavislost potvrzena
Test.krit.: 0.1115692
Tab.hodn.: 2.201

Test vnitinich hradeb : OK

Zaver: Vlastni material byl navazan na certifikovany referenéni material a lze jg dale
pouzivat jako interni referenéni material pro stanoveni manganu v padach ve vyluhu
2M HNO3; metodou OES I CP.

r ~r

2.2 Externi Fizeni jakosti

Zkouseni zpusobilosti, resp. mezilaboratorni porovnavani zkousek, predstavuje
zasadni nastroj externi kontroly kvality ¢innosti analytické laboratore. Ta ma tak moznost
nejen monitorovat plnéni vlastnich pozadavki na jakost, ae ziskavat i srovnani s ostatnimi
laboratoremi, zabyvajicimi se podobnou problematikou. Externi kontrola jakosti piedstavuje
nejen ucinnou strategii identifikace systematickych chyb, ale umoziuje i zjisténi negativnich
dlouhodobych trendu, které by posliéze mohly vést k nepiesnym vysledkim. Dalsim neméné
vyznamnym vystupem pravidelné ucasti v MPZ je demonstrace kompetence laboratoie —

dolozeni dlouhodobé opakovatel nosti jgjich vykoni.
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Vypovidaci schopnost mezilaboratornich porovnani je podminéna i urovni jgich
organizatora. NRL RO Opava se ucastni vsech mezilaboratornich porovnavani zkousek
organizovanych NRL OKP UKZUZ Brno, které jsou zahrnuty do narodniho programu
zkouseni zpuasobilosti laboratofi a do mezinarodniho mezilaboratorniho porovnani zkousek
organizovaného univerzitou ve Wageningenu (Wageningen evaluating programmes for
analytical laboratories), ato v programu SETOC (International sediment exchange for tests on
organic contaminants) pro stanoveni polyaromatickych uhlovodikt v padach a v programu
ISE (International soil-analytical exchange) pro stanoveni obsahi jednotlivych prvka
v pudach a podobnych materialech pro rizna extrakeni ¢inidla. Kromé téchto pravidelnych
ucasti mohou byt vyuzivana i jina dostupna mezilaboratorni porovnavani. Pracovnici
laboratore jsou vzdy svysedky vyhodnoceni MPZ seznameni, vysledky kazdé periody jsou
samostatné vyhodnoceny manazerem jakosti a v piipadé neuspokojivych vysledka nasleduje
analyza jgjich pric¢in ajsou prijata opatieni sméiujici k napravé. Tim je zaru¢ena vazba mezi

vysledky MPZ a kazdodennim fizenim jakosti.

3. Zavér

Pracovnici NRL RO Opava musi dodrzovat vsechny uvedené postupy fizeni jakosti.
Vystupni tadaje musi zaznamenavat zpusobem, ktery umoznuje rozpoznatelnost trendu, které
by mohly vést ke vzniku chyb a tam, kde je to mozné, musi pouzit pro prezkoumavani
vysledku statistické metody. Pri dodrzovani téchto pravidel je zkusebni laborator schopna
produkovat dostatecné spolehlivé a vérohodné vysledky. (viz. Priloha ¢. 1. Zprava o ucasti ve
zkusebni zptisobilosti |aboratore zasilana Ceskému institutu pro akreditaci, 0.p.s. ).
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ZPRAVA O UCASTI VE ZKOUSENI ZPUSOBILOSTI
-rok 2003

L abora-

~

tor

UK zUZ, Zkusebni labor ato¥ agrochemie a krmiv Opava, Jaselska 16,

Opava

Cislo subjektu
10714

Datum
uéasti

Oznaéeni a
nazev PT

Organizator

Stanovované
parametry /
piedmét zkousky

Pocet parametra
stanovenych

labor atori/ aspésnost

Napravna
opatieni

3/2003

MPZ UKzUZ
2003/1

— analyza pad,
kalu a
sedimenti

UKzUZz

P, K, Mg, Ca, pH
- zakladni rozbor /
pady

15/14

As, Be, Cd, Co,
Cr, Cu, Hg, Ni,
Pb, V, Zn -
celkovy obsah /
pidy

33/31

As, Be, Cd, Co,
Cr, Cu, Ni, Ph, V,
Zn - extrakt v 2M
HNO; / pudy

30/30

As, Be, Cd, Co,
Cr, Cu, Hg, Mo,
Ni, Pb, V, Zn -
celkovy obsah /
kaly a sedimenty

24/23

N, P, K, Mg, Ca,
Na, Fe, Mn, Al,
LOI - celkovy
obsah / kaly a
sedimenty

20/20

3/2003

MPz UKZUZ
2003/1
—analyza
rostlinného
materialu a
krmiv

UKzUZz

N, P, K, Mg, Ca,
Na - zakladni
rozbor / rostlinny
material

18/16

Opakovat
analyzu vz. ¢.
9035 na
vsechny
makroprvky

As, Be, Cd, Co,
Cr, Cu, Hg, Mo,
Ni, Pb, V, Zn,
Mn, Fe, B, Al -
mikroelementy a
cizorodé latky /
rostlinny material

48/48

‘ Datum | Oznaceni a

Organizator

Stanovované

Pocet parametr

Napravna
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ucasti

nazev PT

parametry /
piredmét zkousky

stanovenych

labor atori/ uspésnost

opatreni

Vlhkost, N-latky,
tuk, popel,
vlaknina,
sacharoza, skrob,
Ca, P, K, Mg, Na,
Mn, Zn, Fe, Cu,
NaCl - zakladni
rozbor / krmiva

51/51

kysdlina
asparagova,
threonin, serin,
kysdlina
glutamova, prolin,
glycin, alanin,
cystin, valin,
isoleucin, leucin,
tyrosin,
methionin,
phenylaanin,
histidin, lysin,
arginin -
aminokyseliny /
krmiva

51/49

Opakovat
analyzu vz. ¢.
1034 natyrosin
athreonin

6/2003

MPZ UKzUZ
2003/2

— analyza pad,
kala a
sedimentd

UKzUz

P, K, Mg, Ca, pH
-zakladni rozbor /
pady

15/10

Opakovat
analyzu vsech
ti vzorkd,
kontrolni
méteni na | CP,
ruzné filtr.
papiry, srovnat,
Opakovat sérii
AZP
analyzovanou
ve stejné dobé

As, Be, Cd, Co,
Cr, Cu, Hg, Ni,
Pb, V, Zn -
celkovy obsah /
pady

33/33

As, Be, Cd, Co,
Cr, Cu, Ni, Pb, V,
Zn - extrakt v 2M
HNO; / pudy

30/29

As, Be, Cd, Co,
Cr, Cu, Hg, Mo,
Ni, Pb, V, Zn -
celkovy obsah /
kaly a sedimenty

24/24

Datum
ucasti

Oznaceni a
nazev PT

Organizator

Stanovované
parametry /

Pocet parametr i
stanovenych

Napravna
opatreni
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piredmét zkousky

labor atori/ uspésnost

N, P, K, Mg, Ca,
Na, Fe, Mn, Al,
LOI - celkovy
obsah / kaly a
sedimenty

20/20

6/2003

MPZ UKZUZ
2003/2
—analyza
rostlinného
materialu a
Krmiv

UKzUz

N, P, K, Mg, Ca,
Na - zakladni
rozbor /rostlinny
material

18/18

As, Be, Cd, Co,
Cr, Cu, Hg, Mo,
Ni, Pb, V, Zn,
Mn, Fe, B, Al -
mikroelementy a
cizorodé latky /
rostlinny material

48/45

Opakovat
analyzu vz.
9063 naMn a
Ni

Vlhkost, N-latky,
tuk, popel,
vlaknina,
sacharoza, skrob,
Ca, P, K, Mg, Na,
Mn, Zn, Fe, Cu,
NaCl- zakladni
rozbor / krmiva

51/51

kysdlina
asparagova,
threonin, serin,
kyselina
glutamova, prolin,
glycin, aanin,
cystin, valin,
isoleucin, leucin,
tyrosin,
methionin,
phenylalanin,
histidin, lysin,
arginin -
aminokyseliny /
krmiva

51/51

9/2003

MPZ UKZzUZ
2003/3

— analyza pad,
kalda a
sedimenti

UKzUz

P, K, Mg, Ca, pH
- zakladni rozbor /
pady

15/14

As, Be, Cd, Co,
Cr, Cu, Hg, Ni,
Pb,V, Zn -
celkovy obsah /
pady

33/32

Datum

Oznaceni a

Organizator

Stanovované
parametry /

Pocet parametr
stanovenych

Napravna
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ucasti

nazev PT

piredmét zkousky

labor atori/ uspésnost

opatreni

As, Be, Cd, Co,
Cr, Cu, Ni, Ph, V,
Zn -extrakt v 2M
HNO; / pudy

30/30

As, Be, Cd, Co,
Cr, Cu, Hg, Mo,
Ni, Pb, V, Zn -
celkovy obsah /
kaly a sedimenty

24/24

N, P, K, Mg, Ca,
Na, Fe, Mn, Al,
LOI - celkovy
obsah / kaly a
sedimenty

20/19

9/2003

MPz UKZUZ
2003/3
—analyza
rostlinného
materialu a
Krmiv

UKzUZz

N, P, K, Mg, Ca,
Na - zakladni
rozbor / rostlinny
material

18/18

As, Be, Cd, Co,
Cr, Cu, Hg, Mo,
Ni, Pb, V, Zn,
Mn, Fe, B, Al -
mikroelementy a
cizorodé latky /
rostlinny material

48/43

Nové kal.
standardy na
OESICP
fedénim CRM,
opakovat
analyzu vz.
9044,

Vlhkost, N-latky,
tuk, popel,
vlaknina,
sacharoza, skrob,
Ca P, K, Mg, Na,
Mn, Zn, Fe, Cu,
NaCl - zakladni
rozbor / krmiva

51/48

Nové kal.
standardy na
OESICP
fedénim CRM,
opakovat
analyzu viech
téi vz. na makro
amikroprvky,

Kys. asparagova,
threonin, serin,
kys. glutamovsa,
prolin, glycin,
alanin, cystin,
valin, isoleucin,
leucin, tyrosin,
methionin,
phenylaanin,
histidin, lysin,
arginin -
aminokyseliny /
krmiva

51/51

Datum
uéasti

Oznaceni a
nazev PT

Organizator

Stanovované
parametry /

Pocet parametr i
stanovenych

Napravna
opatieni
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piredmét zkousky

labor atori/ uspésnost

Mimoradné
MPZ UKZUZ )
32003 | 2003/1— Ukzuz  [NZNOs . N= fgq
, NH,4" /pudy
stanoveni
pudniho dusiku
Acido-detergentni
Mimoradné vlaknina,
6/2003 | MPZ UKZUZ UKzUZ neutralng — 6/6
2003/2 detergentni
vlaknina/krmiva
MPZ Tuk S y
6/2003 v fepce 2003 UKzUz Tuk / fepka 3/3
MPZ ’ ’ monensin
i UKzUZ - ’
12003 |V krmlvegh salinomycin, 3/3
metodarmi - RO Plzet /krmiva
HPL C 2003
MPZ o
v krmivech UKZUZ - | Nikarbazin
6/2003 metodami - RO Praha /krmiva 44
HPLC 2003
MPZ —
112003 |HPLCVitaminy |y oppy [ VitaminAE )
v krmivech /krmiva
metodou HPLC
WS- |sazh R Ny
3/2003 | hodnoceni COHEM, L T 110/10
. : Zn/vodny vyluh
odpada Bratisava
odpadu
MPS - SAZP,
3/2003 | hodnoceni COHEM, PAH/tuhy odpad | 15/11
odpadi Bratislava
Al, As, Be, Ca,
Cd, Co, Cr, Cu,
1-3 International Universita Fe, Hg, K, Mg,
Soil-analytical | Wageningen, Mn, Na, Ni, P, 84/83
/2003 exchange Holandsko Pb, Sb, Se, V, Zn
— celkovy obsah
/pady
Ca K, Mg, P-
Mehlich 111/ pady | 10/16
Al, As, Be, Ca,
Cd, Co, Cr, Cu,
4-6/ International Universita Fe, Hg, K, Mg, Opakovat
Soil-analytical | Wageningen, Mn, Na, Ni, P, 84/83 stanoveni P u
2003 exchange Holandsko Pb, Sh, Se, V, Zn vsech tii vzorka
— celkovy obsah
/pudy
Ca K, Mg, P—
Mehlich 111/ pady | 16/16
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Stanovované

Pocet parametra

Datum Oznaceni a Organizator parametry / stanovenych Napravna
ucast nazev PT piredmét zkousky | labor atori/ aspésnost opatreni
Al, As, Be, Ca,
. Cd, Co, Cr, Cu,
Isrgi]einatlonal Universita Fe Hg, K, Mg,
7-9/2003 analvtical Wageningen, Mn, Na, Ni, P, 84/84
o e |Holando | Pb,Sb,Se,V, zn
9 _ celkovy obsah
/pudy
Ca K, Mg, P-
Mehlich 111/ pady | 10/16
Al, As, Be, Ca,
. Cd, Co, Cr, Cu,
1012 gﬁr nationa |y iversita Fe, Hg, K, Mg,
. Wageningen, Mn, Na, Ni, P, 84/84
2003 anaVicd | pojandsko | Ph, Sb, Se, V., Zn
9 — celkovy obsah
/pudy
Ca K,Mg,P- 16/14 Op. analyzu
Mehlich 111 / pady vz.¢. 962 a970
International NAP, ANA, FLU,
sediment Universita PHE, ANT, FLT, Pri dalsim
exchange for ; PYR, CHR, BaA, meéreni
1-3/2003 | o5 on \I{'V(jgaﬁr;;l(%en, BbF, BKF, BaP, 60/58 opakovat
organic DBA, IPY, BPE/ analyzu ¢. 758
contaminants pudy
International NAP, ANA, FLU,
sediment Universita PHE, ANT, FLT,
exchange for ; PYR, CHR, BaA,
3-6/2003 tests on \I{'V(jga(re]r; S(%en, BbF, BKF, BaP, 60/58
organic DBA, IPY, BPE/
contaminants pudy
International NAP, ANA,
sediment Universita FLU, PHE, ANT, Opakovat
: exchange for . FLT, PYR, CHR, analyzu
7-9/2003 | g5 on pragenioen | gan, Bbr, BkF, | 0 nekterého
organic BaP, DBA, IPY, vzorku
contaminants BPE / pudy
International NAP, ANA,
sediment L FLU, PHE, ANT, Dusledna
Universita .
10-12 exchange for \Wageninaen FLT, PYR, CHR, 60/57 kontrola pfi
/2003 tests on Hoorge ™| BaA, BF, BKF, prepisovani
organic BaP, DBA, IPY, vysledki
contaminants BPE / pady
12/2003 | M¢fenipH | CMI Brno PH/vody /1
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1. Uvod
Nejpéstovangjsi skupinou plodin po obilovinach v Ceské republice jsou olejniny.
Zastoupeni jednotlivych druhi na celkové plose olginin vroce 2002 je uvedeno

v nasledujicim grafu (1).

Graf ¢. 1. Zastoupeni jednotlivych druha
na celkové plose olg nin v roce 2002

O Repka olejka

W Hofcice bila

O Mak sety

O Sluneénice ro¢ni

Slechtitelsky proces olejnin a zvlasté fepky olgky se stale zrychluje. V roce 2003 byl
registrovan odborem odridového zkusebnictvi ngjvyssi pocet novych odrad repky ozimé. Aby
bylo mozné se v tak Siroké nabidce orientovat, potiebuji péstitelé komplexni informaci o
hospodaiskych vlastnostech registrovanych odrad. Vzhledem ktomu, ze slechténi u
brukvovitych i dalsich olegjnin velmi ovliviuje kvalitu, jsou udaje o jednotlivych ukazatelich
technologické kvality odriid pozadované zvlaste zpracovateli. V Ceské republice se vyhradng
péstuji odrady typu ,,00“ tj. sminimalnim obsahem kyseliny erukové a obsahem
glukosinolata (1).

Semeno fepky olejky je hodnoceno dle normy CSN 46 2300-2, ktera piimo neuréuje
zpusob stanoveni obsahu GSL. Stanoveni GSL bylo v minulych letech provadéno die normy
platné v CR vyuzivajici metodu plynové chromatografie (GC). Vzhledem ke vstupu nasi zemé
do EU je pii posuzovani semena iepky olelky mit na zieteli natizeni Evropské komise Cislo
2316/1999. Stanoveni sumy GSL s vyzadalo zavedeni nové metodiky na nasem pracovisti.
Jedna se o stanoveni GSL metodou vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC) podle
CSN EN 1SO 9167-1 (4,5,6).

Stanoveni sumy GSL a mastnych kyselin patii k nejsledovanéjsim chemickym parametrim
v semeni fepky olglky. Nizky obsah GSL je vyznamnou podminkou pro vyuziti iepkového
srotu, pokrutin a vyliskt jako vedlgsich produkta pii zpracovani fepky oleky. Nadlimitni
koncentrace rozkladnych produkta GSL v fepkovych produktech pridavanych do krmnych

smési vede ke snizovani prijmu krmivaanasledné nizsim vahovym prirastkam u zviiat.
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V minulych letech byly vyslechtény odrady snizkym obsahem GSL tzv ,,00“ fepek.
Slechtitelé se v posledni dobé snazi uspét i sodridami s vyssim az limitnim obsahem GSL
pro jgich lepsi technologické vlastnosti. Z tohoto divodu bylo nutné zvladnout stanoveni i
téch GSL, které metodou GC stanovit nelze. Vhodnou anaytickou metodou pro toto
stanoveni je metoda HPLC. Stanoveni GSL v iepce olgjce metodou HPLC bylo akreditovano
v kvétnu roku 2003.

Srovnani vysledka ziskanych obéma metodami HPLC a GC a upozornéni na analyticka
uskali byly hlavni cile nasi prace.

2. Teoreticka ¢ast
2.1. Glukosinolaty ( GSL) - charakteristika

Glukosinolaty (GSL) jsou po chemické strance glykosidy bézné se vyskytujici v mnoha
druzich rostlin, hlavn¢ v ¢eledich brukvovitych (Brassicaceae), kaprovitych (Capparidaceae)
arezedovitych ( Resedaceae ). Molekula GSL je tvorena cukernou slozkou (ve vétsing
pripadi b-D-glukosou ) a antiglykolem. V souc¢asné dob¢ zname vice nez 100 GSL. Tento

vysoky pocet je dan chemickou rozmanitosti postranniho retézce (2)(obr.1).

CH-~-OH
= S-CaR

1l
o N-0-%0, -~/ ~

oH

Obr.¢.1: Obecna struktura glukosinolati

Glukosinolaty rodu Brassiceae

U brukve fepky olejky bylo nalezeno 14 riznych GSL, piicemz v semeni se vyskytuji
piedevsim alkenyl-GSL, v zelené hmot¢ jsou pak vice obsazeny GSL indolového typu (3).
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Tabulka ¢. 1. Piehled GSL u iepky olgky

Alk(en)yl glukosinolaty R-

Hlavni
1) Progoitirin CH,=CH-CHOH-CH,-
2) Glukonapin CH,=CH-CH»-CH>-
3) Glukobrassicanapin CH,=CH-CH,-CH>-CH-

Ve stopovém mnozstvi

4) Sinigrin CH,=CH-CH,-
5) Napoleiferin CH,=CH-CH,-CHOH-CH,-

6) Sinabin p-HO-CgH4-CHo-

7) Glukoerucin CH3-S-CH2-CH2-CH,-CH,-

8) Glukoibervirin CH3-S-CH2-CH,-CHa-

9) Glukoiberin CH3-SO-CH2-CH,-CH,-

10) Glukoraphanin CH3-SO-CH,-CH,-CH,-CHo-

11) Glukoalyssin CH3-SO-CH2-CH,-CH,-CH2-CH,-
12) Glukonasturiin CeHs-CH2-CHo-

Indolyl glukosinolaty

13) Glukobrassicin 3-indolylmethyl-
14) Neoglukobrassicin N-methoxy-3-indolylmethyl

Hlavni alkenyl glukosinolat -progoitrin predstavuje 30-80% celkového obsahu GSL

v fepkovém semeni.
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2.2. Chemikalie a pristroje

2.2.1. Chemikalie

Acetonitril ¢istoty pro HPLC (Riedel de Haen, Sigma-Aldrich, St.Louis, Mo., USA)
Methanol cistoty pro HPLC (Riedel de Haen, Sigma-Aldrich, St.Louis, Mo., USA)
The certification of the total glucosinolate and sulfur contents of rapeseed (colza)
CRM 367 (Commision of European Communities, Community Burea of Reference, Brussel)
Sinigrin (Fluka, Busch, Switzerland)

DEAE Sephadex A-25 (Pharmacia, Uppsala, Sweden)

Sulfataza Typ H-1 (Sigma, St.Louis, Mo., USA)

Pyridin (Merck, Damstadt, Germany)

Imidazol (Sigma, St.Louis, Mo., USA)

Hexametylyldisilazan (Fluka, Busch, Switzerland)

Trimetylchlorsilan (Fluka, Busch, Switzerland)

Kyselina octova (Lachema, Neratovice, CR)

Kysdlina mravenéi (Lachema, Neratovice, CR)

Octan sodny (Lachema, Neratovice, CR)

Petroleter (Lachema, Neratovice)

Deionizovana voda

Dusik —nosny plyn pro GC

2.2.2. Pristroje a pomicky

Kapalinovy chromatograf HPL C 1100 DAD detektor (fy AGILENT, USA)
Chromatograficka kolona Supelcosil LC - 18 DB (25cm x 4,6 mm, 5um)(SUPELCO, USA)
Predkolona Metaguard 4,6 mm Intersil ODS (SUPELCO, USA)

Plynovy chromatograf HP 5890 série || s detektorem FID

Chromatograficka kolona pro GC Chromaton N-AW DM CS (0,125-0,160 mm)

se zakotvenou fazi SE 30-5 % (240cm x 2 mm)

Vodni lazen

Odstiedivka

Vakuova odparka RV 05-ST 1 P-B

Kahan sklofoukacsky
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Susarna s obéhem vzduchu
Mikrodrti¢-mlynek nakavu (ETA, CR)
MIynek na premleti (Moulinex)

Skelna vata

Specialné upravené sklenéné kolony, vhodny stojan, zkumavky

2.2. Pouzité metody

2.2.1. Stanoveni GSL metodou HPL C. Optimalizace metody.

Principem stanoveni je extrakce GSL metanolem ( CSN EN SO 9167-1) nebo vrouci
vodou (byvala CSN) s naslednym ¢isténim a enzymatickou desulfataci na iontoméni¢ovych
pryskyiicich. Stanoveni se provadi pomoci HPLC s €uénim gradientem a detekci
v ultrafialové oblasti (Tab.¢.2).

Tabulka ¢. 22 HPL C podminky

Parametr Hodnota

Pouzita kolona Supelcosil LC — 18 DB (25cm x 4,6 mm,
5um) ( SUPELCO,USA)

Predkolona Metaguard 4,6 mm Intersil ODS
( SUPELCO,USA)

Slozeni mobilni faze 20% acetonitril/redstilovana voda (A/B) 5-55
min 80% - 20% slozky A (20% acetonitril)

Pratok mobilni faze gradient 5-10 min 1ml/min 10-22 min.
1,5 ml /min, 22-55min 1,5 ml/min

Detekce 229 nm

Teplota 30°C

Objem nastiiku 20 pl
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Pro optimalizaci a nasednou akreditaci tohoto stanoveni byly vytvoieny kalibra¢ni
zavidosti pro jednotlivé GSL deklarované v CRM 367 (Tab.¢. 3) pripravené dle CSN EN 1SO

9167-1 za pouziti vnitiniho standardu sinigrinu.

Tabulka ¢.3: Statistické hodnoceni kalibraénich zavidlosti zCRM 367

Deklarovana Nalezana Rozsitena
Nazev hodnota hodnota nejistota
mmol/g mmol/g mmol/g
suma GSL 99+/-9 110+/-5 5
Mez
Analyt Mez detekce| stanovitelnosti  |Opakovatel nost
nmmol/g nmmol/g nmmol/g
Desulfoprogoitrin 0,01 0,03 0,29
Desulfoepi-progoitrin 0,01 0,03 0,08
Desulfoglukonapol eiferin 0,01 0,03 0,2
Desulfoglukonapin 0,01 0,03 0,28
Desulfoglukobrassicanapin 0,01 0,03 0,06
Desulfoglukonasturiin 0,01 0,03 0,07
suma GSL 2,2

2.2.2 Stanoveni GSL metodou GC
Principem stanoveni GSL je jgich extrakce GSL vrouci vodou (byvala CSN) s naslednym

odparenim extraktu a silylaci vzorku. Finalni anayza se provadi pomoci plynové

chromatografie s plamenoionozacnim detektorem (FID) (Tab.c. 4).
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Tabulka ¢. 4: GC podminky

Parametr Hodnota
Pouzita kolona Chromaton N-AW DMCS (0,125-0,160 mm)
se zakotvenou Se 30-5%
Detektor FID
Nosny plyn N>
Pratok nosného plynu 36 ml/min
Tinjextoru 270°C
Tdetextoru 290°C
Teplotni program 200°C (3 min) - 5°C/min - 245°C —
13°C/min - 280°C (7 min)
Objem nastiiku 1yl




3. Experimentalni ¢ast
Analyticky postup pii stanoveni GSL v fepce olegjce

1) metodou HPLC :
- pripravavzorka
- extrakce GSL ze vzorku
- Cisténi extraktu naionexovych kolonach

- finalni analyzy a vyhodnoceni

2) metodou GC :
- pripravavzorka
- extrakce GSL ze vzorku
- odpareni extraktu
- dlylace smési hexametyldisilazanu (HMDS) atrimetylchlorsilanu (TMCS) v prostiedi
pyridinu
- finalni analyzy a vyhodnoceni

3.1. Priprava CRM 367 a vzorku iepky olgky
a) fepkovy srot pro HPLC

Semenaiepky a CRM 367 se pomelou v mlynku nakavu a nasledné se extrahuji vodou

nebo methanolem.
b) odtucnény repkovy srot pro GC

Semena tepky a CRM 367 se pomelou v mlynku na kavu a pies noc presusi v susarné pri
teploté 50°C. Tuk obsazeny v pomletém vzorku se vyextrahuje petroléterem po dobu 8 hod.

v Soxhletové extraktoru. Odtuénény fepkovy srot se znovu premele. Pripraveny vzorek se

uchovava nachladném a tmavém miste.
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3.2 Extrakce

a) proHPLC

Extrakce pro HPLC se provadi bud’ 70%-nim methanolem nebo vrouci vodou. Do dvou
zkumavek (A, B) se navazi 200 mg pomletého vzorku. Ty se vlozi do 70°C teplé vodni lazné
(v pripadé extrakce metanolem) nebo do vrouci vodni lazné (v pripadé extrakce vodou) na 1
min. pro deaktivaci myrosinazy. Ke vzorku se pridaji 2 ml 70%-niho metanolu nebo vrouci
vody. Do zkumavky A se prida 0,2 ml 5 mmol/l sinigrinu ,do zkumavky B 0,2 ml 20 mmol/I
sinigrinu. Ob¢ zkumavky se nechaji za ob¢asného michani ve vodni lazni (metanol pii 70°C,
voda pii 100°C) po dobu 10 min. Nasleduje odstredéni a supernatant se oddéli do zkumavek
(A" aB’). Kevzorku po odstiedéni se opét piidaji 2 ml 70%-niho metanolu a postup se
zopakuje. Odstiedény vzorek je pridan k podilu ve zkumavkach (A’a B’). Takto pripraveny

supernatant je pouzit pro naslednou desulfataci.

b) pro GC

Extrakce pro GC metodu se provadi pouze vodou. Do odstiedivkové zkumavky se navazi
100 mg odtucnéného repkového srotu a zkumavka se vlozi do vodni [azné o teplote 95°C. Po
jedné minuté se prida asi 1 ml vrouci vody, pricemz dojde k deaktivaci myrosinazy. Po dvou
minutach se pfida 0,5 ml 0,2% sinigrinu (vnitini standard). Extrahuje se za obc¢asného
michani jesté po dobu 25 minut. Po ochlazeni a odstiedéni se 0,4 ml cirého extraktu prevede
do zkumavky a odpaii do sucha pii 95°C na vodni lazni za privodu vzduchu. Dosusi se v
susarn¢ pii teploté¢ 105°C po dobu 20 minut. Poté se provede derivatizace. Do zkumavky s
odparkem se prida 0,5 ml pyridinu, 0,2 ml HMDS a 0,1ml TMCS. Zkumavka se zatavi a
silyluje v susarné 2 hodiny pii teploté 120°C.

Takto pripraveny vzorek lze po odstredéni pouzit pro stanoveni na plynovém
chromatografu.

3.3. Cisténi extraktu

Do Pasterovych pipet umisténych kolmo ve stojanu se do zazeného konce umisti malé

mnozstvi skelné vaty a nanese 0,5 ml dobie promichané suspenze DEAE Sephadex A 25 (10g
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v roztoku 2 mol/l kyseliny octové), ktera se necha usadit. Takto pripravené pipety dle Pastera
se promyji 2 x 2 ml imidazolformiatu a nakonec 1 ml deionizované vody.

Na pripravenou a promytou kolonu se nanese 1 ml spojeného odstredéného extraktu, tak
aby se neposkodil povrch pryskytice a necha se vsaknout. Glukosinolaty se zachyti naionexu.
Kolona se poté promyje 2 x 1 ml 0,02 mol/l octanu sodného, ¢imz se odstrani nepolarni latky.
Nadedné se na kolonu nanese 0,075 ml precisténé sulfatazy a necha se stat pii pokojové
teploté nggméne 18 hodin. Desulfoglukosinolaty se ze sloupce vymyji 2 x 1 ml vody. Eluat je

pripraven k analyze pomoci HPLC.

3.4. Vlastni analyza

a) HPLC analyza

Pripraveny vzorek se da do vialky. 20 m vzorku se davkuje autosamplerem na
chromatografickou kolonu Supelcosil LC-18-DB s predkolonou Metaguard do toku mobilni
faze a detekuje se DAD detektorem pii 229 nm. Kolona je temperovana na teplotu 30 °C.
Dvou komponentni mobilni faze je tvoiena 20 % - nim acetonitrilem (A) a deionizovanou
vodou (B). Pratok i pomér jednotlivych solventt je upraven tak, aby doslo k rozdéleni vsech
GSL, které jsou obsazeny v certifikovaném referenénim materialu pro repkové semeno CRM
367.

b) GC analyza

1 m vzorku se davkuje na naplnovou chromatografickou kolonu Chromaton N-AW DMCS
se zakotvenou fazi Se 30-5 % do toku mobilni faze tj N, (pratok 36 ml/min) a detekuje se FID
detektorem. Pratok mobilni faze a teplotni program je upraven tak, aby doslo k rozdéleni
GSL. Danou metodou lze stanovit ¢&tyii glukosinolaty pritomné v fepkovém semeni -

glukonapin, glukobrassikanapin, progoitrin a napoleiferin.
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3.5. Vypocet

a) proHPLC
Obsah kazdého glukosinolatu, vyjadieny v mikromolech na 1 gram susiny vyrobku se
vypocita ze vztahu :

ANy 100
A m ? 100-w

kde Ay plocha piku odpovidajici desulfoglukosinolatu v jednotkach integratoru
As plocha piku odpovidajici desulfosinigrinu v jednotkach integratoru
Ky faktor reakce desulfoglukosinolatu uvedeny pro jednotlivé GSL v tabulce ¢.5
m  hmotnost zkusebniho vzorku v gramech
N mnozstvi vnitfniho standardu pridaného do zkumavky v mikromolech
w  obsah vihkosti atékavych latek v analytickém vzorku vyjadieny v % vihkosti

Tabulka ¢. 5 : Odezvové faktory pro jednotlivé GSL uvedené v CSN EN SO 9167-1

koeficienty
jednotlivé GSL

odezvy (Ko)
desulfoglukoiberin 1,07
desul soprogoitrin 1,09
desulfoepi-progoitrin 1,09
desulfosinigrin 1
desulfoglukoraphanin 1,07
desulfoglukonapoleiferin 1
desulfoglukoalyssin 1,07
desulfoglukonapin 1,11
desulfo 4-OH glukobrassicin 0,28
desulfoglukobrassicanapin 1,15
desulfoglukotropeaolin 0,95
desulfoglukobrassicin 0,29
desulfoglukonasturiin 0,95
desulfo-4-CHg glukobrassicin 0,25
desulfoneoglukobrassicin 0,2
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Uvedené koeficienty odezvy byly stanoveny experimentalné a byly piijaty na zakladé

dohody mezi riznymi laboratoiemi, které se zac¢astnily zkousek stanoveni GSL pro
zpracovani normy CSN EN 1SO 9167-1.

b) pro GC

Vypocet obsahu glukosinolati se provede metodou vnitiniho standardu a vyjadii se v
nmmol/1 g odtu¢néného repkového srotul.

ms* @ A *100
As*m

* 24,096

kde m;s hmotnost vnitiniho standardu piidaného ke vzorku v mg
aA; suma ploch piki nalezenych glukosinol4tt
As plocha piku vnitiniho standardu

m  hmotnost zkusebniho vzorku v mg

24,096 koeficient pro prepocet procentického obsahu glukosinolatti na obsah vyjadieny
v nmol
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4. Vydedky a diskuse

Podle vyse uvedenych podminek bylo proméreno 68 vzorku iepky ozimé z pokusi
oznacenych RP 1 a RP 2 ze stanice Jaromgtice. Vzorky byly méreny jak metodou GC, ktera
byla dosud pouzivana pro toto stanoventi, tak i nové akreditovanou metodou HPLC (CSN EN
SO 9167-1). Pouzité extrakeni ¢inidlo byl metanol. 24 vzorka fepky ozimé z pokusu RP1 ze
stanice Jarométice bylo navic prométeno metodou HPLC za pouziti vrouci vody i methanolu

jako extrakéniho ¢inidla
4.1. Porovnani vysledka stanoveni sumy GSL metodami HPL C (metanol) a GC

V tabulkach ¢.6-9 jsou uvedeny vysledky sumy GSL celkem pro 66 vzorki fepky metodou
HPLC a metodou GC. Vsechny vysedky byly prepocitany na 46%-ni obsah olgje ve vzorku,
¢imz byly ziskany hodnoty, které se daji porovnat.V tabulkach ¢.6,7 byly zarazeny vzorky, u
kterych byl obsah sumy GSL nizsi nez 15mmol/g GSL ve vzorku v susiné. Nad tuto hodnotu
je totiz obsash GSL viepce vzhledem k opakovatelnosti stanoveni povazovan za
problematicky z hlediska schvalovani testovanych odrad této plodiny. Tabulka ¢.6. (pokus
RP1) uvadi vysledky do 15mmol/g GSL ve vzorku v susin¢ ziskané HPLC (extrakéni cinidlo
metanol) a GC ajgjich diferenci, tabulka¢.7 uvadi obdobné vysledky pro pokus RP2.

Tabulka ¢.8. (pokus RP1) atabulka ¢.9 (pokus RP2) obdobn¢ porovnava ziskané hodnoty

sumy GSL pro vzorky , u kterych je suma GSL nad 15nmol/g GSL ve vzorku v susing.
4.2. Porovnani vysledki stanoveni sumy GSL metodami HPL C (metanol,voda) a GC

Vysoka toxicita vrouciho metanolu, pouzivaného pro extrakci GSL nas vedla ke snaze
nahradit je vrouci vodou.

Tabulky ¢.10-13 hodnoti ziskané vysledky sumy GSL pii pouziti obou extrakenich ¢inidel
u 24 vzorku repky metodou HPLC a metodou GC. | v tomto pripadé byly vsechny vysledky
prepocitany na 46%-ni obsah olegje ve vzorku, ¢cimz se ziskaly hodnoty, které se daji porovnat.
Tabulka ¢.10. (pokus RP1) uvadi vysledky do 15nmol/g GSL ve vzorku v susiné ziskané
HPLC (extrakéni ¢inidlo metanol) a GC a jgich diferenci, tabulka ¢.11 uvadi obdobné
vysledky pro pokus RP1(extrakeni ¢inidlo voda).
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Tabulka ¢.12. (pokus RP1) atabulka ¢.13 (pokus RP1) obdobné porovnava ziskané hodnoty

sumy GSL u vzorki , u kterych je suma GSL nad 15mmol/g GSL ve vzorku v susing.

Tabulky €. 6,7:

Porovnani stanoveni sumy GSL ve vzorcichRP1aRP 2
metodou HPL C - extrakce metanolem (CSN EN 1 SO 9167-1)
ametodou GC. Vzorky sobsahem sumy GSL do 15mmol/g v susiné pri

pirepocétu na 46% obsah olge.

RP1 GSL (mmol/g) v MeOH RP 2 GSL (mmol/g) v MeOH
Ozn.vzorku| HPLC | GC |HPLC-GC Ozn.vzorku| HPLC | GC | LC-GC
1571 10,28 | 5,08 5,20 632 11,78 | 5,71 6,07
1573 12,03 | 6,44 5,59 633 10,35 | 4,64 5,70
1574 11,29 | 5,74 5,55 634 9,36 4,03 5,34
1576 10,25 | 5,39 4,86 635 12,43 | 6,68 5,74
1577 9,95 5,44 4,51 636 14,19 | 7,26 6,93
1578 10,76 | 6,38 4,38 637 12,64 | 5,80 6,84
1579 11,70 | 6,20 5,50 638 12,42 | 5,57 6,85
1580 8,82 4,54 4,27 640 12,66 | 6,04 6,62
1582 8,60 4,57 4,03 641 9,37 3,76 5,60
1583 11,66 | 6,36 5,30 642 11,94 | 5,72 6,22
1585 11,49 | 6,37 5,12 643 11,78 | 5,76 6,02
1586 13,16 | 8,32 4,84 644 7,05 3,18 3,88
1587 14,30 | 8,84 5,45 645 12,85 | 7,30 5,55
1588 8,79 4,32 4,47 646 7,53 2,70 4,83
1589 10,42 | 5,20 5,22 647 12,23 | 5,50 6,73
1590 10,81 | 6,74 4,07 648 14,58 | 6,78 7,80
1591 11,42 | 6,66 4,76 649 12,33 | 4,70 7,63
1592 11,03 | 6,78 4,26 650 12,03 | 4,54 7,49
Pramér HPLC-GC 4,85 651 14,67 | 6,72 7,95
652 13,87 | 7,15 6,72
658 10,35 | 5,48 4,87
659 10,53 | 5,96 4,57
660 12,35 | 5,53 6,82
661 10,23 | 4,39 5,85
661 10,23 | 4,39 5,85
663 11,96 | 6,55 5,41
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Pokracovani tab. ¢. : 6,7 RP 2 GSL (umol/g) v MeOH

Ozn.vzorku | HPLC | GC LC-GC
664 8,78 4,56 4,22
665 6,53 2,43 4,10
667 11,34 | 5,83 5,51
668 10,44 | 5,22 5,22
669 11,60 | 4,77 6,82
670 8,82 3,90 4,92
671 12,58 | 5,85 6,74
675 14,49 | 8,31 6,18
Pramér HPLC-GC 5,99

kde HPLC — kapalinova chromatografie, GC — plynova chromatografie, MeOH — vrouci 70%
methanol

Z tabulek ¢.6 a7 vyplyva, ze u vzorka fepky ozimé z pokusi RP1 i RP 2 obsahujici GSL

do 15nmol/g GSL ve vzorku v susing je pramérna hodnota rozdilu obou stanoveni sumy GSL

prepoctena na obsah 46% olege 5,42 mmol/g GSL.
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Tabulky €. 8,9: Porovnani stanoveni sumy GSL ve vzorcich RP1aRP 2

metodou HPL C - extrakce metanolem (CSN EN SO 9167-1)

ametodou GC. Vzorky sobsahem sumy GSL nad 15mmol/g v susiné

pii pirepoctu na 46% obsah olge.

RP1 GSL (mmol/g) v MeOH RP 2 GSL (mmol/g) v MeOH
Ozn.vzorku| HPLC | GC |HPLC-GC| |Ozn.vzorku| LC | GC |HPLC-GC

1572 1545 | 9,25 6,20 639 16,11 | 10,46 5,65

1575 23,84 | 13,89 9,94 653 2501 | 14,52 10,49

1581 20,03 | 12,40 7,63 655 20,12 | 12,61 7,51

1584 33,71 | 2161 12,10 656 16,02 | 9,80 6,22

1540 47,65 | 33,12 14,53 657 1525 | 8,39 6,86

1628 4051 | 29,42 11,09 662 2395 | 16,15 7,80

Pramér HPLC-GC 10,25 666 16,63 | 9,80 6,83

672 15,72 | 7,55 8,17

673 1519 | 9,91 5,28

674 1522 | 585 9,37

Pramér HPLC-GC 7,42

kde HPLC - kapalinova chromatografie, GC — plynova chromatografie, MeOH — vrouci 70%

methanol

Z tabulek vyplyva, ze u vzorku fepky ozimé z pokusi RP1 i RP 2 obsahujicich GSL nad

15nmol/g GSL ve vzorku v susing je pramérna hodnota rozdilu obou stanoveni sumy GSL

piepoctena na obsah 46% olee 8,83 nmol/g GSL.
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Tabulky €. 10, 11: Porovnani stanoveni sumy GSL ve vzorcich RP 1
metodou HPL C - extrakce metanolem i vodou (CSN EN 1SO 9167-1)
a metodou GC. Vzorky sobsahem sumy GSL do 15nmol/g v susiné

pii pirepoctu na46% obsah olge

RP1 GSL (mmol/g) v MeOH RP1 GSL (mmol/g) v H,0O
Ozn.vzorku| HPLC | GC |HPLC-GC Ozn.vzorkul HPLC | GC |HPLC-GC
1571 10,28 | 5,08 5,20 1571 9,32 5,08 4,24
1573 12,03 | 6,44 5,59 1572 14,77 | 9,25 5,52
1574 11,29 | 574 5,55 1573 11,55 | 6,44 5,11
1576 10,25 | 5,39 4,86 1574 11,49 | 574 5,74
1577 9,95 5,44 4,51 1576 10,94 | 5,39 5,55
1578 10,76 | 6,38 4,38 1577 9,70 5,44 4,26
1579 11,70 | 6,20 5,50 1578 9,96 6,38 3,58
1580 8,82 4,54 4,27 1579 11,83 | 6,20 5,63
1582 8,60 4,57 4,03 1580 7,87 4,54 3,33
1583 11,66 | 6,36 5,30 1582 8,52 4,57 3,95
1585 11,49 | 6,37 5,12 1583 10,21 | 6,36 3,85
1586 13,16 | 8,32 4,84 1585 12,07 | 6,37 5,71
1587 14,30 | 8,84 5,45 1586 9,46 8,32 1,14
1588 8,79 4,32 4,47 1588 7,56 4,32 3,25
1589 10,42 | 5,20 5,22 1589 9,41 5,20 4,21
1590 10,81 | 6,74 4,07 1590 10,84 | 6,74 4,10
1591 11,42 | 6,66 4,76 1591 12,40 | 6,66 5,74
1592 11,03 | 6,78 4,26 1592 12,21 | 6,78 5,43
Pramér HPLC-GC 4,85 Pramér HPLC-GC 4,46

kde HPLC - kapalinova chromatografie, GC — plynova chromatografie, MeOH — vrouci 70%

methanol, H,O — vrouci redestilovana voda

Z tabulek vyplyva, ze u vzorku repky ozimé z pokusi RP1 obsahujici GSL do 15mmol/g
GSL vevzorku v susing je pramérna hodnota rozdilu mezi hodnotami GSL prepoctena na
obsah 46% ol gje ziskana obéma metodami i pii pouziti téchto dvou extrakénich ¢inidel

srovnatel na.



Tabulky ¢.12, 13: Porovnani stanoveni sumy GSL ve vzorcich RP 1
metodou HPL C - extrakce metanolem i vodou (CSN EN 1SO 9167-1)
ametodou GC Vzorky sobsahem sumy GSL nad 15mmol/g v susiné

pii pirepoctu na 46% obsah olge.

RP1 GSL (mmol/g) v MeOH RP1 GSL (mmol/g) v H,0
Ozn.zorku| HPLC | GC [HPLC-GC Ozn.vzorkul HPLC | GC |HPLC-GC
1572 15,45 9,25 6,20 1575 24,47 | 13,89 10,58
1575 23,84 | 13,89 9,94 1581 17,90 | 12,40 5,50
1581 20,03 | 12,40 7,63 1584 34,48 | 20,85 13,63
1584 33,71 | 21,61 12,10 1587 15,60 8,84 6,76
1540 47,65 | 33,12 14,53 1540 51,43 33,12 18,31
1628 40,51 | 29,42 11,09 1628 41,37 29,42 11,94
Pramér HPLC-GC 10,25 Primér HPLC-GC 11,12

kde HPLC — kapalinova chromatografie, GC — plynova chromatografie, MeOH — vrouci 70%

methanol, H,O — vrouci redestilovana voda

Z tabulek vyplyva, ze u vzorku repky ozimé z pokusi RP1 obsahujici GSL nad 15mmol/g
GSL vevzorku v susing je pramérna hodnota rozdilu mezi hodnotami GSL prepoctena na
obsah 46% ol gje ziskana obéma metodami i pii pouziti téchto dvou extrakénich cinidel

srovnatel na.

Opakovatelnost dle CSN EN 1SO je 2umol/g pti obsahu GSL do 20pmol/g
4umol/g pii obsahu GSL od 20 do 35umol/g

Reprodukovatelnost dle CSN EN 1SO je 4umol/g pti obsahu GSL do 20pmol/g
8umol/g pii obsahu GSL od 20 do 35umol/g
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Obr. ¢.4: Chromatogram realného vzorku metodou HPLC
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Obr. ¢.5: Chromatogram realného vzorku metodou GC
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5. Zavér

Pti porovnani vysledku stanoveni sumy GSL v fepce olgjce ziskanych metodou HPLC a
metodou GC je zigimé, ze nové zavedena a akreditovana metoda HPLC je pro stanoveni GSL
vyhodngjsi. Pouziti této metody umoziuje stanoveni 13 jednotlivych GSL oproti 4 GSL
stanovovanych metodou GC.

Postup dle CSN EN 1SO 9167-1 je vhodny pro stanoveni GSL .Metodu je mozné pouzit
pro stanoveni sumy GSL v neodtu¢néném i odtucnéném trepkovém srotu metodou HPLC
extrakci metanolem nebo vrouci vodou pii pouziti sinigrinu jako vnitiniho standardu.

Z vyse uvedenych zavislosti vyplyva, ze G¢innosti extrakci GSL methanolem nebo vrouci
vodou Vv neodtuénéném ifepkovém srotu jsou srovnatelné. Velka vyhoda extrakce vrouci
vodou je ve vyrazném snizeni prace s vysoce toxickym vroucim methanolem.

Toto byl hlavni divod navrhu vyse zminéného postupu pro odbor odridového
zkusebnictvi. Vsechny vzorky budou proméieny akreditovanym postupem za pouziti extrakce
vrouci vodou. Pokud namétrena hodnota GSL u takto extrahovanych vzorki bude vyssi nez
150mol/g vzorku pii piepoctu na 46%-ni obsahu olgje ve vzorku, bude vzorek proméien
znovu za pouziti extrakéniho ¢inidla metanolu.U vzorki s vyssim obsahem GSL by extrakce
vrouci vodou mohla vést ke zkresleni vysledkd, predevsim z divodu piitomnosti velkého

mnozstvi termolabilnich GSL.
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Seznam zkratek:

HPLC — kapalinova chromatografie MeOH — vrouci 70% methanol
DAD — diode aray detektor H,O — vrouci redestilovana voda
GC - plynova chromatografie HTM — hexametyldisilazan

FID — plamenoionizacni detektor TSC - trimetylchlorsilan

GSL - glukosinolaty RP1 — repka pokus 1

CRM - certifikovany referenc¢ni material RP2 — fepka pokus 2
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Stanoveni celkového dusiku v lesnich phadach
metodou blizké infracervené spektroskopie

David Cimdr
Ustiedni kontrolni a zkusebni ustav zemédélsky, Hroznova 2, 656 06 Brno, Narodni
referencni laborator —Regionalni oddéleni Brno, e-mail: david.cizmar@ukzuz.cz

Uvod

Dusik (N) je prvek, ktery rostliny potiebuji naasimilaci proteina s vyjimkou lusténin a
nekolika dalsich druhu rostlin. Dusik je ziskavan z pady, a zpét do pudy se dostava ze zbytki
rostlin obsahujicich dusik. Padni dusik je v ptidach pritomen z 95-98 % v organické vazbg, a
to v huminovych latkach, rostlinnych zbytcich, biomase a odumielych organismech. Obsah
organicky vazaného N v mineralnich padach je vuzké korelaci sorganickym C a kolisa
v mezich 0.02-0.4%. V organickych padach (humusovy horizont lesnich pad) miaze
dosahnout hodnoty az 3%. Predpoklada se, ze ve vétsing ornic je 30-70% organického N
vazano v aminokyselinach a aminocukrech, zabudovanych do molekul huminovych latek a
1-7% pripada na baze nukleovych kyselin. Anorganicky vazany N se vyskytuje prevazné ve
formé lehce rozpustnych a téz snadno vyplavitelnych dusi¢cnani (NOs) ajen v malé miie jako
rozpusténé popi. vymeénné kationty NH,4". Stanoveni celkového dusiku Ntot tedy zahrnuje
stanoveni dusiku amonného, dusi¢nanového, dusitanového a organicky vazaného.

Od roku 1993 UKZUZ provadi diouhodoby projekt sledovani prizkumu vyzivy
lesnich ekosystému. Ziskané vysledky maji velky vyznam pro kontrolu stavu nasich lesnich
porosti a v nemalé mire prispivaji ke kontrole podminek lesniho hospodareni. Dulezitou
soucasti tohoto projektu je sledovani ulohy dusiku v procesu vyzivy a dale sledovani
distribuce dusiku v horizontech lesni pudy. Zda se totiz, Zze kli¢ovou roli v padnich
transformacnich procesech vstupujiciho dusiku by mohl sehravat obsah uhliku a dusiku
v jednotlivych horizontech lesnich pud. Pomér téchto dvou parametra C:N vyjadiuje
vyznamny faktor pii hodnoceni kvality pady.

V soucasné dob¢ bézné provadi pracovisté NIR spektroskopie LO Brno stanoveni
obsahu oxidovatelného uhliku Cox v jednotlivych horizontech lesnich pud. Pro velky zajem

odboru agrochemie puad a vyzivy rostlin stanovit pomér C:N byla vypracovana metodika pro
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stanoveni celkového dusiku Ntot v organickém a mineralnim horizontu lesnich pid metodou
NIR spektroskopie.

Klasicka metoda stanoveni celkového dusiku je ¢asové naroéna na mineralizaci
vzorku a jeho naslednou destilaci. Zaroven je také narocna na spotiebu chemikalii a neni
prilis Setrna k zivotnimu prostiedi, nebot’” mineralizace vzorku probiha skoncentrovanou
kyselinou sirovou. Metoda NIR spektroskopie je rychla a vhodna analyticka technika
umoziujici nahrazeni klasické laboratorni metody stanoveni celkového dusiku.

Cilem tohoto vyvojového ukolu bylo optimalizovat vlastni metodu NIR spektrometrie
a vyhodnotit moznosti této metody na predikci obsahu celkového dusiku v lesnich padach.

MATERIAL A METODY

Princip stanoveni celkového dusiku Ntot

Pro stanoveni vsech forem dusiku jednim procesem bez predchozi separace nebo
frakcionace pripadaji v avahu dvé principialné odlisné metody. Starsi metoda podle Dumase
vyuziva oxidaci za sucha s klasickym gazometrickym stanovenim vzniklého dusiku. V praxi
se prosadily ¢etné modifikace Kjeldahlovy metody mineralizace za mokra s kyselinou sirovou
asriznymi prisadami, pii nichz se organické slouceniny dusiku oxiduji naNH,", ktery se pak
spolu sNH," pritomnym jiz ve vzorku vydestiluje z alkalického prostiedi jako NH3 do
urcitého objemu odmérného roztoku kyseliny nebo do dostatecného piebytku roztoku
H3BOs. Zde se pak stanovi neutraliza¢ni titraci ato v pripadé destilace do odmérného roztoku
kyseliny titraci jejiho nespotiebovaného nadbytku odmeérnym roztokem zasady, v pripadé
destilace do roztoku H3BOs; primou titraci odmeérnym roztokem kyseliny. Ve vsech
uvedenych pripadech se stanoveni celkového dusiku provadi pomoci prislusnych plné
automatizovanych pristroja. Pfi mineralizaci se ke vzorku pridavaji jednak soli ke zvyseni

bodu varu mineralizatu, jednak katalyzatory k urychleni oxidace.

Stanoveni metodou NIR spektroskopie

Celkem bylo prométeno metodou NIR spektroskopie vice jak 600 vzorki lesnich pad
mineralniho horizontu a 300 vzorku lesnich ptd organického horizontu. Vsechny vzorky byly
analyzovany klasickou metodou dle Kjeldahla na regionalnim laboratornim oddéleni UKZUZ
v Liberci a poté byly piedany a analyzovany na pracovisti NIR spektroskopie v UKZUZ

Brno.
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NIR méfeni byla provadéna ve viditelné a blizké infracervené spektralni oblasti
pristrojem FOSS NIRSystem 6500 se scanujicim monochromatorem sreflektanc¢ni detekci.
Kazdy standardn¢ upraveny a vysuseny vzorek lesni pady byl umistén do kyvety typu small
ring cup skiremennym okénkem o prameru 4.5 cm. Spektralni reflektance udavana jako
pramér ze 25 spekter byla zobrazena jako logaritmus inverzni reflektance (log 1/R) ve 2 nm
intervalech v rozsahu 400-2500 nm. Na vyvoj kalibraéniho modelu byla vybrana NIR
spektralni oblast (1100-2500 nm)

Vyvo] NIR metody pro stanoveni Ntot v pudach je zalozen na vytvoreni kalibracni
rovnice, ktera kvantifikuje vztah mezi informaci NIR absorpce a hodnotou stanovenou
klasickou metodou. Metoda NIR spektroskopie je uzitetna pouze tehdy, jestlize je vztazena
na presnou a spravnou klasickou metodu. Pro ziskani dostatecné kvalitnich kalibracnich
modelt jsme rozsitili komeréné dodavanou softwarovou vybavu pristroje FOSS NIRSystem
6500 o Software NIR calibration 1.0 (fa EFFICHEM, Lysice, CZ).

K vytvoreni vztahu mezi spektry NIR a méfenymi  chemickymi vlastnostmi
sledovaného materialu je mozné pouzit rizné kalibracni metody. Mezi nej¢astéji pouzivané
techniky kalibrace v NIR spektroskopii patii: PCR (regrese na hlavnich komponentach), PLS
(vicenasobné linearni regrese metody nejmensich ¢tverci), LWR (lokalné vazena regrese),
SMLR (vicenasobna stepwise linearni regrese) a ANN (regrese spouzitim umélych
neuronovych siti). Zadna z téchto uvedenych kalibragnich technik nema univerzalni vyuziti,
protoze kalibra¢ni technika vhodna pro danou aplikaci nemusi byt akceptovatelny také pro
ostatni. My jsme pro vytvareni kalibracnich modelt vyuzili kalibracni techniku typu PLS a
SMLR.

Idealni kalibracni model je vybiran tak, aby daval co nggmensi chybu kiizové validace
(RMSECV) a nejvyssi hodnotu korelagniho Kkoeficientu (R?). RMSECV je nejcastyji
pouzivana charakteristika pro hodnoceni kvality predikce v NIR spektroskopii. Korelacni
koeficient (R?) je v NIR spektroskopii velmi ¢asto pouzivan v kombinaci s RMSECV.
Charakterizuje miru korelace mezi vysledky z klasické metody a NIR metody .

Vysedky a diskuse

Vzorky mineralniho a organického horizontu lesnich pud se lisi v koncentracich Ntot,
proto jsme na vyvoj kalibratnich modelt pouzili dvé samostatné kalibrace a to pro organicky

a mineralni horizont (Obr.1-4). Kvalitativni parametry nasich vytvorenych kalibra¢nich
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rovnic a pouzita regresni technika jsou uvedeny vtabulce 1. Je evidentni, Ze Ntot
v organickém horizontu lesnich pad muze byt méien metodou NIR spektroskopie presnéji nez
Ntot v mineralnim horizontu lesnich pad.

Hodnota RMSECYV je vyssi pro mineralni horizont obsahujici nizsi koncentraci Ntot,
protoze vétsina vzorka piad mineralniho horizontu obsahuje koncentraci Ntot v rozsahu do
7000 mg/kg, zatimco v organickém horizontu to je 10 000 — 20 000 mg/kg. Citlivost zmén
kvalitativnich parametrii na obsah Ntot ve vzorcich je tedy ziggma.

Dosavadni vysledky ukazaly, ze je mozné meéfit Ntot jak v organickém, tak
mineralnim horizontu lesnich pad. Pri nizsich koncentracich Ntot je predikce pomoci NIR

techniky omezena. Presto NIR technika dovoluje stanoveni pudniho Ntot ve velmi kratké

dobé s prijatelnou presnosti a spravnosti.
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Obr.1 Kalibraéni graf Ntot mineralni horizont, regrese PLS
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Obr.2 Kalibraéni graf Ntot mineralni horizont, regrese SMLR
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Obr.3 Kalibra¢ni graf Ntot organicky horizont, regrese PLS
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Obr.4 Kalibra¢ni graf Ntot organicky horizont, regrese SMLR

Tabulka €. 1
RMSECV
Typ Regrese R’ (mg/kg)
Ntot — Organicky horizont
PLS 0,85 1,42 x10°
SMLR 0,90 1.24x 10°
Ntot — Mineralni horizont
PLS 0,82 1,10 x10°
SMLR 0,86 1,00 x10°
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Zaver

Pro hodnoceni kvality pudy je dulezité znat pomér C:N. Obsah Cox metodou NIR
spektroskopie stanovujeme v mineralnim a organickém horizontu lesnich piad uz od roku
2002. Vysledkem této prace jsou kalibracni rovnice pro stanoveni obsahu Ntot v mineralnim a
organickém horizontu lesnich pid. Z prezentovanych vysledki (RMSECV a R? akalibrasnich

rovnic) je zrgimg, ze tato metoda je vhodna pro stanoveni Ntot v lesnich padach.
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