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Zabezpecenı jakosti vy sledk˚ zkousek

Vladimıra Vilamova
U strednı kontrolnı a zkusebnı ěstav zemedelsky, Na rodnı referenc nı laborator „ Regiona lnı
oddelenı Opava (NRL-RO), Jaselska  16,
e-mail:vladimira.vilamova@ukzuz.cz

1. U vod
Proverenı systČmu jakosti zkusebnı laboratore akreditovanČ podle mezina rodnı normy

C SN EN ISO/IEC 17025 zahrnuje vsechny poz adavky, kterČ musı zkusebnı laborator splnit,

aby mohla prokazat, z e je odborne zpu sobila  a z e je schopna  produkovat odborne platnČ

vysledky.

Cılem zkusebnı laboratore je produkovat spravnČ a presnČ vysledky v co moz na

nejkratsıch termınech za dodrz enı vsech poz adavku  tČto normy. Vysledky zkousek

provadenych v  NRL RO Opava slouz ı jako podklady pro spravnı rozhodnutı, pro dalsı

c innosti vyplyvajıcı ze zakonu  a pro potreby technickych odboru . Je proto du lez itČ, aby

chybnČ vysledky byly s velkou jistotou vylouc eny.

Tato souvisejıcı dokumentace k Prıruc ce jakosti (SDPJ) zpracovava  vertika lnım

zpu sobem tČma ťZajis“ovanı jakosti vysledku  zkousek a kalibracı „ C SN EN ISO/IEC 17025,

kap. 5.9ň pro potreby pracovnıku  zkusebnı laboratore, vysvetluje pojmy, postupy  a vypoc ty

pouz ıvanČ v laboratori.

V C SN EN ISO/IEC 17025, kap. 5.9 - Zajis„ovanı jakosti vy sledk˚ zkousek a kalibracı

je uvedeno:

žLaborator musı mıt postupy rızenı jakosti pro monitorovanı platnosti provedeny ch

zkousek a kalibracı. Vy stupnı udaje musı by t zaznamenavany zp˚sobem, ktery  zajis„uje

rozpoznatelnost trend˚, a kde je to mozn“, musı by t pro prezkoumavanı vy sledk˚

pouz ity statistick“ metody. Toto monitorovanı musı by t planovano a prezkoumavano a

m˚ze zahrnovat, ale nesmı by t omezeno na:

- pravideln“ pouzıvanı certifikovany ch referencnıch material˚ a/nebo internı rızenı

jakosti vyuzıvajıcı sekundarnı referencnı materialy

- ucast v programech mezilaboratornıho porovnavanı nebo zkousenı zp˚sobilosti

- opakovanı zkousek nebo kalibracı pri pouz itı stejny ch nebo jiny ch metod

- opakovan“ zkousenı nebo rekalibraci zkouseny ch polozek

- korelaci vy sledk˚ pro r˚zn“ znaky urcit“ polozkyň
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Kaz dy vysledek jakČhokoli merenı, ktery zkusebnı laborator vyprodukuje, je zatız en

chybami. Tyto chyby lze rozdelit na prima rnı a sekunda rnı.

Prima rnı chyby vznikajı pri vlastnım merenı a lze je da le rozdelit na nahodnČ

(statistickČ), soustavnČ (systematickČ) a hrubČ.

Sekunda rnı chyby vznikajı nasledne pri matematicko-statistickČm zpracovanı

experimenta lnıch vysledku  a zarazujeme sem chyby matematickČho modelu, numerickČ

metody, chyby zaokrouhlovacı a mu z e se vyskytnout i chyba hruba .

NahodnČ chyby se vyskytujı zcela nepravidelne, vznikajı pu sobenım velkČho poc tu

nepravidelnych a tez ko ovlivnitelnych vlivu , kterČ se sc ıtajı nebo kompenzujı, takz e jejich

konec na  hodnota je vetsinou mala  a obvykle nezkresluje vysledek smerem k vyssım anebo

niz sım hodnotam. Tyto chyby nikdy nelze zcela odstranit. SoustavnČ chyby majı sta ly

predvıdatelny charakter, zkreslujı vysledek vz dy v urc itČm smeru a majı vz dy konkrČtnı

prıc inu, napr. nespravne merıcı, opotrebovany nebo spatne kalibrovany prıstroj, nevhodne

zvolenou merıcı techniku apod. Mu z e se jednat o chyby aditivnı (vysledky jsou zkresleny o

urc itou hodnotu) nebo multiplikativnı (vysledky jsou zkresleny ěmerne velikosti ědaje).

HrubČ chyby vznikajı vetsinou jednorazove v du sledku vyjimec nČ prıc iny v procesu merenı

nebo zpracovanı dat, malČ pec livosti nebo nedodrz enım predepsanych podmınek experimentu.

Chyby matematickČho modelu se projevujı pri interpretaci experimenta lnıch dat

nevhodnym matematickym modelem (napr. proloz enı parabolickČ zavislosti prımkou) apod.

Chyby numerickČ metody jsou du sledkem pouz itı pribliz nČ numerickČ metody namısto

presnČho zpracovanı. Nevyhneme se jim, jestliz e presnČ resenı lez ı pouze v limite.

Zaokrouhlovacı chyby vznikajı pri vypoc tech v du sledku zaokrouhlovanı na urc ity poc et

desetinnych mıst. Obvykle jsou vyznamnČ pri postupech s velkym mnoz stvım na sebe

navazujıcıch kroku . NepromyslenČ zaokrouhlovanı se vyrazne projevı na vysledku i v prıpade

odec ıtanı velikostı srovnatelnych c ısel, coz  byva  c astČ pri statistickČm zpracovanı dat.

Obecne  lze rıct, ze chyby ovlivnujı spravnost a presnost vy sledku.

Spravnost je velic ina v jednom experimentu statisticky nepostiz itelna  a lze ji posoudit

pouze srovnanım s vysledky jinČ spolehlivČ metody nebo srovnanım se skutec nou hodnotou,

pokud je znama .

Presnost je velic ina statisticky postiz itelna  opakovanım pokusu za stejnych podmınek.

Jestliz e pri tom budeme zıskavat vysledky pouze ma lo odlisnČ, oznac ıme takovČ merenı za

presnejsı v porovnanı s merenım, pri kterČm se vysledky znac ne lisı.

Vysledky, kterČ jsou presnČ a spravnČ souc asne, oznac ujeme jako spolehlivČ.
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2. Operativnı rızenı jakosti
Operativnı rızenı jakosti (QC) je nedılnou souc astı zabezpec ovanı jakosti vysledku

zkousek.  Delı se na vnitrnı rızenı jakosti (IQC) a externı rızenı jakosti (EQC).

2.1 Vnitrnı rızenı jakosti
Vnitrnı rızenı jakosti je povaz ovano za souhrn postupu  a c innostı provadenych

laboratornım persona lem pro nepretrz itČ sledovanı jednotlivych operacı a vysledku  merenı za

ěc elem rozhodovanı, zda vysledky jsou dostatec ne spolehlivČ a verohodnČ pro expedici

z laboratore. Je to soubor opatrenı, kterČ musı analytik splnit a tım se ujistit, z e data

produkovana  laboratorı splnujı poz adavky pro zamyslenČ pouz itı.

V NRL RO Opava zahrnuje IQC tyto kroky:

- kontrola opakovatelnosti analytickych vysledku

- kontrola analyzou referenc nıch materia lu

- kontrola analyzou duplicitnıch vzorku

- navazovanı internıho referenc nıho materia lu na certifikovany referenc nı materia l

2.1.1  Kontrola opakovatelnosti analyticky ch vy sledk˚

Opakovatelnost metody je definovana jako tesnost shody mezi navza jem nezavislymi

vysledky zkousek zıskanymi za podmınek opakovatelnosti (podmınky, kdy navza jem

nezavislČ vysledky zkousek se zıskajı opakovanym pouz itım tČz e zkusebnı metody na

identickČm materia lu, v tČz e laboratori, tymz  pracovnıkem za pouz itı tychz  prıstroju  a

zarızenı, behem kra tkČho c asovČho rozmezı).

V prıpade dvou paralelnıch stanovenı se presnost vysledku  urc uje pomocı tzv.

dovolenČ diference paralelnıch stanovenı, tj. maxima lnı rozpetı, kterČ charakterizuje presnost

vysledku  a dovoluje toto rozpetı vysvetlit prıtomnostı nahodnych chyb.

2.1.1.1 Vy pocet hodnot opakovatelnosti

Pro urc enı dovolenČ diference se vychazı z vypoc tenČ smerodatnČ odchylky, kterou

zıskame z vysledku  paralelnıch stanovenı nebo z vıcenasobnČho merenı jednoho vzorku:

1) z paralelnıch stanovenı (pro ru znČ vzorky, pro ru znČ koncentrac nı hladiny) x1, x2, :

smerodatna  odchylka sx:
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poc et vzorku : m

poc et merenı: n = 2m

rozdıl dvou paralelnıch stanovenı: Rj

Rj   =  (xj1 - xj2)

2) z vıcenasobnych merenı jednoho vzorku:

smerodatna  odchylka sx (charakterizuje rozptylenı jednotlivych hodnot xi okolo prumeru x):
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(2)

poc et stupnu  volnosti: ν (zde ν = nA-1)

poc et merenı: nA

aritmeticky prumer:  x = 1/ nA * ∑n
j=1  xj

Dovolena  diference Rmax je pak vyjadrena pro zvolenou hladinu vyznamnosti α a koeficient

spolehlivosti P = (1-α):

Rmax = q . sx                    (3)

smerodatna  odchylka: sx

tabelovana  hodnota koeficientu (viz. tabulka 1): q

Tabulka c. 1: Hodnoty koeficient˚ pro vy pocet dovolen“ diference r˚zn“ho poctu
paralelnıch stanovenı

P, qn

pro opakovana  merenı pro paralelnı merenı

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 rovnicı (3), pric emz  pro 95%-nı interval

spolehlivosti dvou paralelnıch stanovenı napr. platı:  Rmax = 2,77 . sx
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2.1.1.2 Postup kontroly opakovatelnosti

 Kaz da  zkouska se provadı vz dy ve dvou paralelnıch stanovenıch (nA = 2 (x1, x2)).

Rozdıl obou vysledku , tj. jejich rozpetı R, se porovnava  s dovolenou diferencı

opakovatelnosti Rmax, ktera  je pro zkousky krmiv dana Vyhlaskou 124/2001 Sb. a pro  ostatnı

zkousky statisticky spoc ıtana z namerenych hodnot vyse uvedenym postupem (vyuz itı

programu EffiValidation). Tyto vypoc tenČ nebo tabulkovČ hodnoty opakovatelnosti jsou

uloz eny v laboratornım informac nım a rıdıcım systČmu LAB, ktery automaticky provede

srovnanı rozdılu paralelnıch stanovenı s touto hodnotou, popr. upozornı na jejich prekroc enı.

Hodnoty opakovatelnosti jsou vyjadreny absolutne nebo relativne v %.

a) absolutnı vyjadrenı Ra:

Vypoc te se rozdıl paralelnıch stanovenı:

R =  (x1 ± x2) = Ra                                                            (4)

Vysledek Ra se  porovnava  s hodnotou opakovatelnosti.

b) relativnı vyjadrenı Re(%):

Vypoc te se rozdıl paralelnıch stanovenı R a jejich prumer x

                                         R   =  (x1 ± x2)                                              (5)

                                         x  =   (x1 + x2) / 2                    (6)

                                       Re(%)  =     R * 100 / x              (7)

Vysledek Re(%) se porovnava  s hodnotou opakovatelnosti.

Pri kontrole opakovatelnosti mohou nastat tyto moz nosti:

 1) Pokud je splnena podmınka  - Re,Ra  ≤  Rmax

 vypoc te se prumer obou paralelnıch stanovenı a uvede se jako vysledek  analyzy.

 2) Je-li  -    Re,Ra  >  Rmax

provedou se dalsı dve opakovana  stanovenı (x3, x4) a stejnym postupem se zjistı, zda  vyhovujı

podmınce opakovatelnosti. Pak je nutno urc it, jestli v souboru 4 (a vıce) zıskanych vysledku

nenı "odlehly" vysledek (indikuje prıtomnost hrubČ chyby v danČm souboru vysledku ).

Overenı se provadı pomocı statistickych testu  (Grubbsu v test T, Deanu v „ Dixonu v test Q).

Tyto testy jsou pouz itelnČ pro 4 a vıce platnych merenı. Provede se poradkova  statistika

souboru vysledku , tzn. seradı se  podle hodnot od nejniz sı (x1) po nejvyssı (xn).

Grubbsu v test T testuje odlehlost krajnıch hodnot od prumeru (mıra rozptylenı) a Deanu v „

Dixonu v test Q testuje odlehlost krajnıch hodnot od sousednıch (rozpetı). Vypoc tenČ hodnoty

T1 a Tn, Q1 a Qn se porovnajı s kritickymi tabelovanymi hodnotami Tα a Qα. Software pro
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vypoc et odlehlych bodu  Grubbsovym a Deanovym „ Dixonovym testem je souc astı

laboratornıho informac nıho a rıdıcıho programu LAB, ktery automaticky doka z e odlehlČ body

identifikovat.

       Tyto testy se vyuz ıvajı i v prıpade, kdy je zkouska opakovana  dalsımi dvemi

paralelnımi stanovenımi, provedenymi z du vodu overenı vysledku (vysledek neodpovıda

deklarovanym nebo normovanym hodnotam,  hodnoty analyz referenc nıho vzorku jsou mimo

regulac nı meze apod.).

3) Jestliz e pri nekolika analyzach v kratsım c asovČm ěseku jsou rozdıly  paralelnıch

stanovenı vetsı nez  dovolena  hodnota opakovatelnosti, je treba prezkoumat pouz ıvany

analyticky postup, odmernČ sklo, vahy, pouz ıvany prıstroj, kalibrac nı krivku, pomocnČ

roztoky  apod.

    Rozpetı R = x1 ± x2 je treba chapat neabsolutne a vsımat si i jeho znamČnka. Indexy 1, 2

znac ı poradı, ve kterČm byly vysledky zıskany. Vychazı-li R soustavne vetsı nebo soustavne

mensı nez  nula, je ěc elnČ zjistit a odstranit prıc inu tČto podezrelČ pravidelnosti.

2.1.2   Kontrola analy zou referencnıho materialu

Zarazovanım referenc nıch vzorku  do kaz dČ analytickČ va rky je sledovana spravnost a

presnost analytickČ metody. Podmınky stanovenı jsou v ramci analytickČ sČrie povaz ovany za

konstantnı (pouz ita  c inidla a chemika lie, prıstroje a zarızenı a jejich nastavenı, persona l a

laboratornı prostredı se za idea lnıch podmınek behem analyzy sČrie nemenı). Tyto referenc nı

vzorky jsou vyhodnocovany pomocı regulac nıch diagramu , kterČ signalizujı prıtomnost

nenahodnych chyb. Jejich vznik je datovan do dvaca tych let minulČho stoletı a je spojen se

jmČnem americkČho statistika Shewharta „ Shewhartovy diagramy. Vynesenım hodnot

sledovanych parametru  v zavislosti na c ase c i poradı analyz lze sledovat stabilitu sledovanČho

systČmu  a  c init ěsudky o povaze variability zıskanych vysledku . Regulac nı diagram je

grafem dlouhodobČho c asovČho pru behu nekterČ metrologickČ charakteristiky merenı

(prumeru, rozpetı aj.) a slouz ı jako diagnosticky nastroj k posouzenı, zda se sledovana

velic ina chova  tak, jak oc ekavame a nedoslo„li k nec ekanČ zmene.

Konstrukce Shewhartovych diagramu  spoc ıva  v zakreslenı centra lnı linie (CL), ktera

znac ı standardnı, oc ekavanou cılovou hodnotu sledovanČho parametru a trı dvojic s nı

rovnobez nych mezı nad i pod centra lnı liniı. Nazyvame je obvykle hornı a dolnı pomocna

mez (HPM, DPM), hornı a dolnı varovna  mez (HVM, DVM) a hornı a dolnı regulac nı mez

(HRM, DRM).
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Regulac nı meze lez ı postupne ve vzda lenosti:

HPM, DPM:  CL Á 1s

HVM, DVM:  CL Á2s

HRM, DRM:  CL Á 3s

kde s je smerodatna  odchylka opakovanych merenı (viz. rovnice c . 2).

V prıpade norma lnıho rozdelenı vysledku  ohranic ujı varovnČ meze pasmo, ve kterČm by melo

lez et 95% vysledku  vsech merenı danČho analytu v prıslusnČm typu vzorku. Do pasma

danČho regulac nımi mezemi by pak melo padnout 99,7% vsech vysledku  v danČ oblasti.

2.1.2.1  Typy regulacnıch diagram˚ a zp˚soby jejich vedenı

Regulac nı diagramy patrı k zakladnım nastrojum regulace jakosti vysledku  zkousek

v analytickČ laboratori. Lze je vČst nekolika zpu soby a pro ru znČ typy referenc nıch materia lu .

Laboratornı informac nı a rıdıcı systČm LAB, pouz ıvany v NRL RO Opava, umoz nuje jejich

vedenı ru znymi zpu soby, provede jejich automatickČ vyhodnocenı a takČ statistickČ

zpracovanı pouz itych hodnot, kterČ urc ı, zda data splnujı zakladnı predpoklady (normalita,

nezavislost, neprıtomnost vyboc ujıcıch merenı).

2.1.2.1.1  Analy za vnitrolaboratornıho referencnıho materialu ± VRM

Tımto postupem se kontroluje pouze presnost metody. Pro tyto ěc ely je moz no pouz ıt

libovolny materia l, ktery musı splnovat tyto zakladnı podmınky:

- musı byt dostatec ne homogennı

- musı byt stabilnı

- musı ho byt dostatec nČ mnoz stvı

- matricı a fyzika lnımi vlastnostmi se musı co nejvıce podobat vzorkum zpracovavanym

v laboratori

V poc a tec nım obdobı, kdy lze metodu povaz ovat za stabilnı (proverenım analyzou

internıho referenc nıho materia lu nebo certifikovanČho referenc nıho materia lu) se  s kaz dou

analytickou va rkou provede za roven nekolik analyz vlastnıho VRM, kterČ budou slouz it jako

vychozı mnoz ina hodnot pro budoucı analyzy. Pri dalsım zarazovanı VRM do kaz dČ

analytickČ va rky vzorku  se tato ěvodnı sČrie vysledku  pru bez ne rozsiruje pozdeji zıskanymi

daty za souc asnČho prepoc ıtavanı regulac nıch mezı a statistickČho zpracovanı dat. Takto

zıskanČ regulac nı diagramy jsou vyhodnocovany podle pravidel, uvedenych v kapitole

2.1.2.2.
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Prıklad: Regulac nı diagram pro vnitrolaboratornı referenc nı materia l (VRM K124/03) „

stanovenı dusıkatych la tek v krmivech destilac nı metodou podle Kjeldahla

Tabulka c. 2: Hodnoty regulacnıho diagramu pro VRM K124/03 ± stanovenı
N.L. v krmivech destilacnı metodou podle Kjeldahla
C ıslo me renı Name rena hodnota

(g/kg)

C ıslo me renı Name rena hodnota

(g/kg)

1 180,6 11 182,6

2 180,1 12 182,3

3 181,6 13 181,2

4 181,5 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 c. 1: Regulacnı diagram VRM K124/03 ± stanovenı dusıkaty ch latek
v krmivech destilacnı metodou podle Kjeldahla
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Parametry  regulac nıho diagramu: Prumer: 180,92

HRM: 184,239

DRM: 177,601

HVM: 183,133

DVM: 178,707

Hodnoty statistickČho zpracovanı dat regulac nıho diagramu:

Poc et hodnot: 20

Prumer: 180,92

SD: 1,10625

RSD: 0,6114591 %

Median: 180,75

SD med.: 0,3571413

Spic atost: 2,1835

Sikmost: 0,2836238

Shapiru v - Wilku v test : norma lnı rozdelenı

   Test.krit.: 0,0058772

   Tab.hodn. : 0,905

Normalita (sikmost - spic atost): norma lnı rozdelenı

   Test.krit.: 2,64493

   Tab.hodn.: 5,99

Grubbsu v test: OK

Dean-Dixonu v test : OK

Autokorelace : nezavislost potvrzena

   Test.krit.: 2,02676

   Tab.hodn.: 2,079

Test vnitrnıch hradeb : OK

2.1.2.1.2 Analy za internıho referencnıho materialu ± IRM

Pro tyto ěc ely je pouz ıvan referenc nı materia l, ktery ma  znamou a statisticky

podloz enou referenc nı hodnotu a je jimi sledovana jak spravnost, tak presnost pouz ıvanČ

metody.  V laboratori se jedna  o vzorky, kterČ byly zıskany nebo pripraveny nasledujıcımi

zpu soby:

- byly analyzovany v ramci mezilaboratornıch porovnavacıch zkousek organizovanych NRL

OKP Brno
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- vlastnı referenc nı materia l (stabilnı, homogennı, matricı podobny analyzovanym vzorkum,

dostupny v dostatec nČm mnoz stvı) navazany na certifikovany referenc nı materia l (viz. da le)

- vlastnı referenc nı materia l pripraveny umele (z analytu  o znamČ koncentraci)

- vlastnı referenc nı materia l obohaceny standardnım prıdavkem

Vzorky, kterČ byly analyzovany v ramci MPZ U KZU Z Brno majı vysledky statisticky

zpracovanČ a publikovanČ. Zpracovanı jejich vysledku  se sklada  ze dvou c astı. V prvnı c asti

je vypoc ten median a vylouc eny odlehlČ hodnoty, ve druhČ c asti je vypoc ıtano Z-score (rozdıl

mezi namerenou hodnotou a hodnotou aritmetickČho prumeru deleny smerodatnou odchylkou

vypoc tenou po vylouc enı odlehlych hodnot), kterČ je vyjadreno v c ıselnČ i grafickČ podobe.

Median a smerodatna  odchylka se pouz ijı pro zadanı centra lnı linie a regulac nıch mezı

regulac nıho diagramu. Takto zıskanČ regulac nı diagramy jsou vyhodnocovany podle pravidel,

uvedenych v kapitole 2.1.2.2.

Prıklad: Regulac nı diagram internıho referenc nıho materia lu o znamČ referenc nı hodnote „

stanovenı draslıku v pu de ve vyluhu Mehlich III metodou AES.

Tabulka c. 3: Hodnoty regulacnıho diagramu pro IRM 58 (KT 5617) ± stanovenı
draslıku v p˚dach ve vy luhu Mehlich III metodou AES
C ıslo me renı Name rena hodnota

(mg/kg)

C ıslo me renı Name rena hodnota

(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 c. 2: Regulacnı diagram IRM 58 (KT 5617) - stanovenı K v p˚dach ve vy luhu
Mehlich III metodou AES

Parametry  regulac nıho diagramu: Referenc nı hodnota (z MPZ): 320,5

Smerodatna  odchylka (z MPZ): 14,0

HRM: 362,5

DRM: 278,5

HVM: 348,5

DVM: 292,5

Hodnoty statistickČho zpracovanı dat regulac nıho diagramu:

Poc et hodnot: 25

Prumer: 320,44

SD: 10,7008

RSD: 3,3394 %

Median: 321

SD med.: 2,04082

Spic atost: 2,55827

Sikmost: -0,334869

Shapiru v-Wilku v test : norma lnı rozdelenı

   Test.krit.: 0,0006678



12

   Tab.hodn.: 0,918

Normalita (sikmost-spic atost) : norma lnı rozdelenı

   Test.krit.:3,63264

   Tab.hodn.:5,.99

Grubbsu v test : OK

Dean-Dixonu v  test : OK

Autokorelace : nezavislost potvrzena

   Test.krit.: 0,4007361

   Tab.hodn.: 2,055

Test vnitrnıch hradeb : OK

2.1.2.2   Vyhodnocovanı regulacnıch diagram˚

Shewhartovy regulac nı diagramy se hodnotı podle C SN ISO 8258.

Opatrenı k regulaci systČmu se provedou, jestliz e je odhaleno nekterČ z nasledujıcıch pravidel:

- jedna a vıce hodnot lez ı vne regulac nıch mezı

- sest bodu  za sebou je plynule stoupajıcıch nebo klesajıcıch

- dva ze trı bodu  v rade za sebou lez ı vne varovnych mezı (É 2s) na jednČ strane diagramu

- patnact bodu  za sebou lez ı mezi pomocnymi mezemi (uvnitr intervalu É 1s)

- posloupnost devıti bodu  lez ı na jednČ strane od centra lnı linie

- c trnact bodu  za sebou pravidelne kolısa  nahoru a dolu

- c tyri z peti bodu  za sebou lez ı za pomocnou mezı (É 1s) na jednČ strane diagramu

- osm bodu  za sebou lez ı za pomocnymi mezemi (É 1s) po obou stranach diagramu

- cyklicky c i jiny nenahodny vzhled vynasenych dat.

Pri zjistenı nenahodnČ sloz ky v datech, indikovanČ porusenım nekterČho z techto

pravidel, je systČm oznac en za statisticky nestabilnı a na takto zıskana  data se nelze

dostatec ne spolehnout. Je treba neprodlene provČst hlubsı analyzu vsech moz nych prıc in a

pozastavit produkci analytickych dat smerem ven az  do doby, nez  bude obnoven stav

statistickČ regulace. V prıpade, z e nektery vysledek analyzy VRM, IRM nebo CRM prekroc ı

regulac nı meze, nelze povaz ovat vysledky rozboru  zıskanČ v obdobı mezi analyzou tohoto

kontrolnıho vzorku a nejbliz sıho vyhovujıcıho rozboru kontrolnıho vzorku za spolehlivČ a

prıslusnČ vzorky je nutno po opetovnČm obnovenı stavu statistickČ regulace znovu

analyzovat.

Regulac nı diagramy jsou vedeny v systČmu LAB automaticky, pokud je zvoleny

kontrolnı vzorek zarazen prımo do va rky vzorku , se kterymi byl analyzovan. Zarazovanı
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kontrolnıho vzorku se provadı u kaz dČho stanovenı, pro kterČ existuje referenc nı vzorek. Pri

zapisu hodnot vysledku merenı vzorku  analytickČ  va rky se nejdrıve provede zapis hodnoty

referenc nıho vzorku, ktera  je zaznamenana do prıslusnČho regulac nıho diagramu. Pokud

vysledky referenc nıch vzorku  lez ı v intervalu vymezenČm urc enymi pracovnımi mezemi,

potom lze predpokladat, z e data  zıskana  pri vysetrenı zkusebnıch vzorku  v danČ analytickČ

va rce jsou spolehliva  a do LABu se zapısı hodnoty vysledku  celČ va rky. V opac nČm  prıpade

postupuje pracovnık podle pokynu  pro vyhodnocovanı  regulac nıch  diagramu .

Tam, kde je to moz nČ, zarazuje se referenc nı vzorek do kaz dČ analytickČ va rky. Pro

c asove na roc nČ zkousky (HPLC, stanovenı aminokyselin), kdy nenı moz no zaradit referenc nı

vzorek do kaz dČ analytickČ va rky, musı referenc nı vzorky tvorit minima lne 5% vsech

analyzovanych vzorku . TakovČto vysledky se zapisujı a vyhodnocujı samostatne a jejich

hodnocenı se vztahuje ke vsem vzorkum analyzovanym mezi dvema analyzami kontrolnıho

vzorku.

2.1.3 Kontrola analy zou duplicitnıho vzorku

Duplicitnı vzorky jsou zarazovany do merenı v  prıpade, jestliz e sledovana  la tka je

c asove nestabilnı (vitamın A, vitamın E) a nema  proto referenc nı vzorek. Pro takovČto vzorky

je opakovana jejich analyza v kra tkČm c asovČm obdobı a vysledek je porovnavan s pu vodnı

hodnotou. V obou prıpadech musı vysledky merenı vyhovovat podmınce opakovatelnosti.

Vysledky duplicitnıch stanovenı jsou vyhodnocovany pomocı regulac nıch diagramu  vedenych

v systČmu LAB, kde je zaznamenavan relativne vyjadreny rozdıl duplicitnıch stanovenı.

Pu vodnı vysledek: x1 = (x11 + x12)/2,

Opakovany vysledek: x2= (x21 + x22)/2

Hodnota pouz ita  do RD: (x1 ± x2)/(( x1 + x2)/2)

Prıklad: Regulac nı diagram stanovenı vitaminu E v krmivech metodou HPLC pro duplicitnı

vzorky

Tabulka c.4: Hodnoty regulacnıho diagramu duplicitnıch vzork˚ ± stanovenı vitamınu E
v krmivech metodou HPLC
C ıslo

me renı
P˚vodnı
vy sledek
(mg/kg)

Opakovany
vy sledek
(mg/kg)

Relativnı
rozdıl

vy sledk˚

C ıslo
me renı

P˚vodnı
vy sledek
(mg/kg)

Opakovany
vy sledek
(mg/kg)

Relativnı
rozdıl

vy sledk˚
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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 0,0700896 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 53,5 53,7 0,0037314 23 15,8 16,2 0,025

11 24,1 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 c. 3: Regulacnı diagram duplicitnıch vzork˚ ± stanovenı vitamınu E
v krmivech metodou HPLC

Parametry regulac nıho diagramu: Prumer: 0,0376 (3,76%)

                                                      HRM: 0,1346 (13,46%)

                                                      HVM: 0,102276 (10,23%)
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Hodnoty statistickČho zpracovanı dat regulac nıho diagramu:

Poc et hodnot: 25

Prumer: 0,037604

SD: 0,0323357

RSD: 85,9901 %

Median: 0,0259067

SD med.: 0,00687

Spic atost: 2,40229

Sikmost: 0,8288143

Shapiru v - Wilku v test : norma lnı rozdelenı.

   Test.krit.: 0,0297355

   Tab.hodn.: 0,918

Grubbsu v test : OK

Dean-Dixonu v  test : OK

Autokorelace : nezavislost potvrzena

   Test.krit.: 0,702246

   Tab.hodn.: 2,055

Test vnitrnıch hradeb : OK

Analyzy duplicitnıch vzorku  musı pro sledovany parametr tvorit minima lne 10%

vsech  analyz.

Krome vyhodnocenı v LABu lze duplicitnı vzorky vyhodnotit vypoc tem, a to

srovnanım jejich rozdılu s povolenou hodnotou opakovatelnosti. Jestliz e rozdıl vysledku

analyz duplicitnıch vzorku  je mensı nez  povolena  hodnota opakovatelnosti, jedna  se o systČm

statisticky vyva z eny.

Stejnym zpu sobem lze vyhodnocovat i vysledky vzorku  z laboratornı kontroly

shodnosti (z MPZ, z analyz IRM, z analyz CRM apod.). Do regulac nıho diagramu se vynası

relativnı chyba R(%) vypoc tena  takto :

 R (%) = 100 * (obsah nalezeny - obsah "skutec ny")/obsah "skutec ny"

 obsah "skutec ny": hodnota IRM, CRM nebo median z vyhodnocenı MPZ

2.1.4 Navazovanı IRM na CRM

Podle moz nostı a dostupnosti certifikovanych referenc nıch materia lu  laborator

jedenkra t roc ne provadı navazovanı vlastnıch (pripravenych) materia lu  na certifikovanČ

referenc nı materia ly. U c elem tohoto navazovanı je prıprava vlastnıch IRM, krome toho se
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analyzou CRM overı rovnez  spravnost postupu zkousky, spravna  funkce prıstroju , spravna

prace pracovnıku , apod. Vlastnı internı referenc nı materia l musı byt materia l, ktery se matricı

a obsahem analytu co nejvıce podoba  rea lnym vzorkum, musı byt dostatec ne homogennı,

stabilnı a musı ho byt k dispozici dostatec nČ mnoz stvı.

Vlastnı navazovanı se provede tım zpu sobem , z e v jednČ analytickČ va rce vzorku  se

spolec ne analyzuje 3 „ 6 nava z ek CRM a 10 „ 20 nava z ek IRM. K vyhodnocenı navazovanı

jsou vyuz ıvany programy EffiValidation a LAB. NamerenČ hodnoty parametru  CRM se

statisticky vyhodnotı, program EffiValidation provede jejich srovnanı s certifikovanou

hodnotou a jejı povolenou odchylkou (viz. tabulka c . 5). V prıpade, z e analyza CRM je

hodnocena jako presna  a spravna , lze navazovany materia l pouz ıvat da le jako IRM.

Vysledky analyz parametru  vlastnıho IRM se vyhodnotı samostatne jako hodnoty

regulac nıho diagramu v programu LAB. Statistickymi testy se zjistı, zda ve vyberu nejsou

odlehlČ hodnoty, zda namerena  data majı norma lnı rozdelenı a zda nejsou zavisla . Prumer

vysledku  a jejich smerodatna  odchylka pak urc ı regulac nı meze, ve kterych se pri naslednČm

zarazovanı do analytickych va rek musı pohybovat hodnoty parametru  IRM (viz. tabulka c . 6,

obrazek c . 4).

Prıklad: Navazovanı IRM 61 (vlastnı IRM) na CRM 12 (pu da c . 7004 „ firma Analytika

s.r.o., Praha) pro stanovenı manganu v pu dach ve vyluhu 2M HNO3 metodou OES ICP

Tabulka c. 5: Vyhodnocenı spravnosti a presnosti analy zou CRM 12 ± stanovenı Mn ve
vy luhu 2M HNO3 metodou OES ICP

Name ren“
hodnoty

(mg/kg)

Pr˚me r
name reny ch

hodnot
(mg/kg)

Referencnı
hodnota

(mg/kg)

Referencnı
presnost

(mg/kg)

Vy te znost

(%)

Hypot“za o
presnosti

Hypot“za o
spravnosti

533

546

550

543 527 24 103,04 prijata prijata

Zaver: Analyticka  metoda poskytuje pro certifikovany referenc nı materia l statisticky spravnČ

a presnČ vysledky.

Tabulka c. 6: Hodnoty regulacnıho diagramu pro IRM 61 ± stanovenı Mn v p˚dach
(vy luh 2M HNO3, metoda OES ICP)

C ıslo me renı Name rena hodnota C ıslo me renı Name rena 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 c. 4: Regulacnı diagram - stanovenı Mn ve vy luhu 2M HNO3 (OES ICP)

Parametry regulac nıho diagramu: Prumer: 634

HRM: 352,54

DRM: 288,34

HVM: 341,84

DVM: 299,04

Hodnoty statistickČho zpracovanı dat regulac nıho diagramu:

Poc et hodnot: 10

Prumer: 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

Shapiru v - Wilku v test: norma lnı rozdelenı.

   Test.krit.: 0.0732971

   Tab.hodn: 0.842

Normalita (sikmost - spic atost): norma lnı rozdelenı.

   Test.krit.: 0.2729613

   Tab.hodn.: 5.99

Grubbsu v test : OK

Dean-Dixonu v  test : OK

Autokorelace : nezavislost potvrzena

   Test.krit.: 0.1115692

   Tab.hodn.: 2.201

Test vnitrnıch hradeb : OK

Zaver: Vlastnı material byl navazan na certifikovany  referencnı material a lze jej dale

pouzıvat jako internı referencnı material pro stanovenı manganu v p˚dach ve vy luhu

2M HNO3 metodou OES ICP.

2.2 Externı rızenı jakosti
Zkousenı zpu sobilosti, resp. mezilaboratornı porovnavanı zkousek, predstavuje

zasadnı nastroj externı kontroly kvality c innosti analytickČ laboratore. Ta ma  tak moz nost

nejen monitorovat plnenı vlastnıch poz adavku  na jakost, ale zıskavat i srovnanı s ostatnımi

laboratoremi, zabyvajıcımi se podobnou problematikou. Externı kontrola jakosti predstavuje

nejen ěc innou strategii identifikace systematickych chyb, ale umoz nuje i zjistenı negativnıch

dlouhodobych trendu , kterČ by poslČze mohly vČst k nepresnym vysledkum. Dalsım nemČne

vyznamnym vystupem pravidelnČ ěc asti v MPZ je demonstrace kompetence laboratore „

doloz enı dlouhodobČ opakovatelnosti jejich vykonu .
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Vypovıdacı schopnost mezilaboratornıch porovnanı je podmınena i ěrovnı jejich

organiza tora. NRL RO Opava se ěc astnı vsech mezilaboratornıch porovnavanı zkousek

organizovanych NRL OKP U KZU Z Brno, kterČ jsou zahrnuty do na rodnıho programu

zkousenı zpu sobilosti laboratorı a do mezina rodnıho mezilaboratornıho porovnanı zkousek

organizovanČho univerzitou ve Wageningenu (Wageningen evaluating programmes for

analytical laboratories), a to v programu SETOC (International sediment exchange for tests on

organic contaminants) pro stanovenı polyaromatickych uhlovodıku  v pu dach a v programu

ISE (International soil-analytical exchange) pro stanovenı obsahu  jednotlivych prvku

v pu dach a podobnych materia lech pro ru zna  extrakc nı c inidla. Krome techto pravidelnych

ěc astı mohou byt vyuz ıvana i jina  dostupna  mezilaboratornı porovnavanı. Pracovnıci

laboratore jsou vz dy s vysledky vyhodnocenı MPZ seznameni, vysledky kaz dČ periody jsou

samostatne vyhodnoceny manaz erem jakosti a v prıpade neuspokojivych vysledku  nasleduje

analyza jejich prıc in a jsou prijata opatrenı smerujıcı k naprave. Tım je zaruc ena vazba mezi

vysledky MPZ a kaz dodennım rızenım jakosti.

3. Zave r
Pracovnıci NRL RO Opava musı dodrz ovat vsechny uvedenČ postupy rızenı jakosti.

Vystupnı ědaje musı zaznamenavat zpu sobem, ktery umoz nuje rozpoznatelnost trendu , kterČ

by mohly vČst ke vzniku chyb a tam, kde je to moz nČ, musı pouz ıt pro prezkoumavanı

vysledku  statistickČ metody. Pri dodrz ovanı techto pravidel je zkusebnı laborator schopna

produkovat dostatec ne spolehlivČ a verohodnČ vysledky. (viz. Prıloha c . 1: Zprava o ěc asti ve

zkusebnı zpu sobilosti laboratore zasılana  C eskČmu institutu pro akreditaci, o.p.s. ).
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ZPRAVA O U C ASTI VE ZKOUSENI ZPμSOBILOSTI
- rok  2003

Labora-
tor

U KZU Z, Zkusebnı laborator agrochemie a krmiv Opava, Jaselska 16,
Opava

C ıslo subjektu
1071.4

Datum
ucasti

Oznacenı a
nazev PT Organizator

Stanovovan“
parametry /
predme t zkousky

Pocet parametr˚
stanoveny ch
laboratorı/ uspe snost

Napravna
opatrenı

3/2003

MPZ U KZU Z
2003/1
„ analyza pu d,
kalu  a
sedimentu

U KZU Z
P, K, Mg, Ca, pH
- zakladnı rozbor /
pu dy

15/14

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

33/31 .

As, Be, Cd, Co,
Cr, Cu, Ni, Pb, V,
Zn - extrakt v 2M
HNO3 / pu dy

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 U KZU Z
2003/1
„ analyza
rostlinnČho
materia lu a
krmiv

U KZU Z

N, P, K, Mg, Ca,
Na - zakladnı
rozbor / rostlinny
materia l

18/16

Opakovat
analyzu vz. c .
9035 na
vsechny
makroprvky

As, Be, Cd, Co,
Cr, Cu, Hg, Mo,
Ni, Pb, V, Zn,
Mn, Fe, B, Al -
mikroelementy a
cizorodČ la tky /
rostlinny materia l

48/48

Datum Oznacenı a Organizator Stanovovan“ Pocet parametr˚ Napravna



21

ucasti nazev PT parametry /
predme t zkousky

stanoveny ch
laboratorı/ uspe snost

opatrenı

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

51/51

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

51/49

Opakovat
analyzu vz. c .
1034 na tyrosin
a threonin

6/2003

MPZ U KZU Z
2003/2
„ analyza pu d,
kalu  a
sedimentu

U KZU Z
P, K, Mg, Ca, pH
-zakladnı rozbor /
pu dy

15/10

Opakovat
analyzu vsech
trı vzorku ,
kontrolnı
merenı na ICP,
ru znČ fıltr.
papıry, srovnat,
Opakovat  sČrii
AZP
analyzovanou
ve stejnČ dobe

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

33/33

As, Be, Cd, Co,
Cr, Cu, Ni, Pb, V,
Zn - extrakt v 2M
HNO3 / pu dy

30/29

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

24/24

Datum
ucasti

Oznacenı a
nazev PT Organizator Stanovovan“

parametry /
Pocet parametr˚
stanoveny ch

Napravna
opatrenı
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predme t zkousky laboratorı/ uspe snost

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

20/20

6/2003

MPZ U KZU Z
2003/2
„ analyza
rostlinnČho
materia lu a
krmiv

U KZU Z

N, P, K, Mg, Ca,
Na - zakladnı
rozbor /rostlinny
materia l

18/18

As, Be, Cd, Co,
Cr, Cu, Hg, Mo,
Ni, Pb, V, Zn,
Mn, Fe, B, Al -
mikroelementy a
cizorodČ la tky /
rostlinny materia l

48/45

Opakovat
analyzu vz.
9063 na Mn a
Ni

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

51/51

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

51/51

9/2003

MPZ U KZU Z
2003/3
„ analyza pu d,
kalu  a
sedimentu

U KZU Z
P, K, Mg, Ca, pH
- zakladnı rozbor /
pu dy

15/14

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

33/32

Datum Oznacenı a Organizator Stanovovan“
parametry /

Pocet parametr˚
stanoveny ch Napravna
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ucasti nazev PT predme t zkousky laboratorı/ uspe snost opatrenı

As, Be, Cd, Co,
Cr, Cu, Ni, Pb, V,
Zn -extrakt v 2M
HNO3 / pu dy

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 U KZU Z
2003/3
„ analyza
rostlinnČho
materia lu a
krmiv

U KZU Z

N, P, K, Mg, Ca,
Na - zakladnı
rozbor / rostlinny
materia l

18/18

As, Be, Cd, Co,
Cr, Cu, Hg, Mo,
Ni, Pb, V, Zn,
Mn, Fe, B, Al -
mikroelementy a
cizorodČ la tky /
rostlinny materia l

48/43

NovČ kal.
standardy na
OES ICP
redenım CRM,
opakovat
analyzu vz.
9044,

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

51/48

NovČ kal.
standardy na
OES ICP
redenım CRM,
opakovat
analyzu vsech
trı vz. na makro
a mikroprvky,

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

51/51

Datum
ucasti

Oznacenı a
nazev PT Organizator Stanovovan“

parametry /
Pocet parametr˚
stanoveny ch

Napravna
opatrenı
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predme t zkousky laboratorı/ uspe snost

3/2003

MimoradnČ
MPZ U KZU Z
2003/1 „
stanovenı
pu dnıho dusıku

U KZU Z N „ NO3
- , N „

NH4
+ /pu dy 6/6

6/2003
MimoradnČ
MPZ U KZU Z
2003/2

U KZU Z

Acido-detergentnı
vlaknina,
neutra lne „
detergentnı
vlaknina /krmiva

6/6 .

6/2003 MPZ Tuk
v repce  2003 U KZU Z Tuk / repka 3/3

1/2003

MPZ
v krmivech
metodami
HPLC 2003

U KZU Z  „
- RO Plzen

monensin,
salinomycin,
/krmiva

3/3

6/2003

MPZ
v krmivech
metodami
HPLC 2003

U KZU Z  -
- RO Praha

Nikarbazin
/krmiva 4/4

11/2003

MPZ „
HPLCvitamıny
v krmivech
metodou HPLC

U KZU Z Vitamin A, E
/krmiva 4/3

3/2003
MPS „
hodnocenı
odpadu

SAZP,
COHEM,
Bratislava

Al, Pb, Cd, Cr,
Fe, Co, Cu, Ni, V,
Zn/vodny vyluh
odpadu

10/10

3/2003
MPS „
hodnocenı
odpadu

SAZP,
COHEM,
Bratislava

PAH/tuhy odpad 15/11

1-3
/2003

International
Soil-analytical
exchange

Universita
Wageningen,
Holandsko

Al, As, Be, Ca,
Cd, Co, Cr, Cu,
Fe, Hg, K, Mg,
Mn, Na, Ni, P,
Pb, Sb, Se, V, Zn
„ celkovy obsah
/pu dy

84/83

Ca, K, Mg, P „
Mehlich III/ pu dy 16/16

4-6/
2003

International
Soil-analytical
exchange

Universita
Wageningen,
Holandsko

Al, As, Be, Ca,
Cd, Co, Cr, Cu,
Fe, Hg, K, Mg,
Mn, Na, Ni, P,
Pb, Sb, Se, V, Zn
„ celkovy obsah
/pu dy

84/83
Opakovat
stanovenı P u
vsech trı vzorku

Ca, K, Mg, P „
Mehlich III/ pu dy 16/16
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Datum
ucasti

Oznacenı a
nazev PT Organizator

Stanovovan“
parametry /
predme t zkousky

Pocet parametr˚
stanoveny ch
laboratorı/ uspe snost

Napravna
opatrenı

7-9/2003

International
Soil-
analytical
exchange

Universita
Wageningen,
Holandsko

Al, As, Be, Ca,
Cd, Co, Cr, Cu,
Fe, Hg, K, Mg,
Mn, Na, Ni, P,
Pb, Sb, Se, V, Zn
„ celkovy obsah
/pu dy

84/84

Ca, K, Mg, P „
Mehlich III/ pu dy 16/16

10-12
/2003

International
Soil-
analytical
exchange

Universita
Wageningen,
Holandsko

Al, As, Be, Ca,
Cd, Co, Cr, Cu,
Fe, Hg, K, Mg,
Mn, Na, Ni, P,
Pb, Sb, Se, V, Zn
„ celkovy obsah
/pu dy

84/84

Ca, K, Mg, P „
Mehlich III / pu dy 16/14  Op. analyzu

vz.c . 962 a 970

1-3/2003

International
sediment
exchange for
tests on
organic
contaminants

Universita
Wageningen,
Holandsko

NAP, ANA, FLU,
PHE, ANT, FLT,
PYR, CHR, BaA,
BbF, BkF, BaP,
DBA, IPY, BPE /
pu dy

60/58

Pri dalsım
merenı
opakovat
analyzu c . 758

3-6/2003

International
sediment
exchange for
tests on
organic
contaminants

Universita
Wageningen,
Holandsko

NAP, ANA, FLU,
PHE, ANT, FLT,
PYR, CHR, BaA,
BbF, BkF, BaP,
DBA, IPY, BPE /
pu dy

60/58

7-9/2003

International
sediment
exchange for
tests on
organic
contaminants

Universita
Wageningen,
Holandsko

NAP,  ANA,
FLU, PHE, ANT,
FLT, PYR, CHR,
BaA, BbF, BkF,
BaP, DBA, IPY,
BPE / pu dy

60/58

Opakovat
analyzu
nekterČho
vzorku

10-12
/2003

International
sediment
exchange for
tests on
organic
contaminants

Universita
Wageningen,
Holandsko

NAP,  ANA,
FLU, PHE, ANT,
FLT, PYR, CHR,
BaA, BbF, BkF,
BaP, DBA, IPY,
BPE / pu dy

60/57

Du sledna
kontrola pri
prepisovanı
vysledku

12/2003 Merenı pH CMI Brno PH/vody 1/1
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Porovnanı vy sledk˚ stanovenı glukosinolat˚ v repce
olejce metodou HPLC  a metodou GC

Radvana Sulova
U strednı kontrolnı a zkusebnı ěstav zemedelsky, Na rodnı referenc nı laborator, RO Brno,
Hroznova  2, 656 06 Brno
E-mail : radvana.sulova@ukzuz.cz
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1. U vod
     Nejpestovanejsı skupinou plodin po obilovinach v C eskČ republice jsou olejniny.

Zastoupenı jednotlivych druhu  na celkovČ plose olejnin v roce 2002 je uvedeno

v nasledujıcım grafu (1).

              

Graf c. 1:   Zastoupenı jednotlivy ch druh˚ 
na celkov“ plose olejnin v roce 2002

R epka olejka
Horcice bı la
Ma k sety
Slunecnice rocnı

     Slechtitelsky proces olejnin a zvlaste repky olejky se sta le zrychluje.  V roce 2003 byl

registrovan odborem odru dovČho zkusebnictvı nejvyssı poc et novych odru d repky ozimČ. Aby

bylo moz nČ se v tak sirokČ nabıdce orientovat, potrebujı pestitelČ komplexnı informaci o

hospodarskych vlastnostech registrovanych odru d. Vzhledem k tomu, z e slechtenı u

brukvovitych i dalsıch olejnin velmi ovlivnuje kvalitu, jsou ědaje o jednotlivych ukazatelıch

technologickČ kvality odru d poz adovanČ zvlaste zpracovateli. V C eskČ republice se  vyhradne

pestujı odru dy typu ť00ň tj. s minima lnım obsahem kyseliny erukovČ a obsahem

glukosinola tu  (1).

     Semeno repky olejky je hodnoceno dle normy C SN 46 2300-2, ktera  prımo neurc uje

zpu sob stanovenı obsahu GSL. Stanovenı GSL bylo v minulych letech provadeno dle normy

platnČ v CR vyuz ıvajıcı metodu plynovČ chromatografie (GC). Vzhledem ke vstupu nası zeme

do EU je pri posuzovanı semena repky olejky mıt na zreteli narızenı EvropskČ komise C ıslo

2316/1999. Stanovenı sumy GSL si vyz adalo zavedenı novČ metodiky na nasem pracovisti.

Jedna  se o stanovenı GSL metodou  vysokoěc innČ  kapalinovČ chromatografie (HPLC) podle

C SN EN ISO 9167-1 (4,5,6).

     Stanovenı sumy GSL a mastnych kyselin patrı k nejsledovanejsım chemickym parametrum

v semeni repky olejky. Nızky obsah GSL je vyznamnou podmınkou pro vyuz itı repkovČho

srotu, pokrutin a vylisku  jako vedlejsıch  produktu  pri zpracovanı repky olejky. Nadlimitnı

koncentrace rozkladnych produktu  GSL v repkovych produktech pridavanych do krmnych

smesı vede ke sniz ovanı prıjmu krmiva a nasledne  niz sım vahovym prıru stkum u zvırat.
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V  minulych letech byly vyslechteny odru dy s nızkym obsahem GSL tzv ť00ň repek.

SlechtitelČ se  v poslednı dobe  snaz ı uspet i s odru dami s vyssım az  limitnım obsahem GSL

pro jejich lepsı technologickČ vlastnosti. Z tohoto du vodu bylo nutnČ  zvladnout stanovenı i

tech  GSL, kterČ metodou GC stanovit nelze. Vhodnou analytickou metodou pro toto

stanovenı je metoda HPLC. Stanovenı GSL  v repce olejce metodou HPLC bylo akreditovano

v kvetnu roku 2003.

     Srovnanı vysledku  zıskanych obema metodami HPLC a GC a upozornenı na analyticka

ěskalı byly hlavnı cıle nası prace.

 2. Teoreticka cast

 2.1. Glukosinolaty ( GSL) - charakteristika

      Glukosinola ty (GSL) jsou po chemickČ strance  glykosidy bez ne se vyskytujıcı v mnoha

druzıch rostlin, hlavne v c eledıch brukvovitych (Brassicaceae), kaprovitych (Capparidaceae )

a rezedovitych ( Resedaceae ). Molekula GSL je tvorena cukernou sloz kou (ve vetsine

prıpadu  b-D-glukosou ) a antiglykolem. V souc asnČ dobe zname vıce nez  100 GSL. Tento

vysoky poc et je dan chemickou rozmanitostı postrannıho retezce (2)(obr.1).

Obr.c.1:  Obecna struktura glukosinolat˚

Glukosinola ty rodu Brassiceae

      U brukve repky olejky bylo nalezeno 14 ru znych GSL, pric emz  v semeni se vyskytujı

predevsım alkenyl-GSL, v zelenČ hmote jsou pak vıce obsaz eny GSL indolovČho typu (3).
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Tabulka c. 1:  Prehled GSL u repky olejky

____________________________________________________________________

   Alk(en)yl glukosinola ty                   R-

_____________________________________________________________________

  Hlavnı

1) Progoitirin                            CH2=CH-CHOH-CH2-

2) Glukonapin                          CH2=CH-CH2-CH2-

3) Glukobrassicanapin             CH2=CH-CH2-CH2-CH2-

              ____________________________________________________________________

              Ve  stopovČm  mnoz stvı

                    4)   Sinigrin                               CH2=CH-CH2-

                    5)   Napoleiferin                        CH2=CH-CH2-CHOH-CH2-

                    6)    Sinalbin                              p-HO-C6H4-CH2-

                    7)   Glukoerucin                        CH3-S-CH2-CH2-CH2-CH2-

                     8)   Glukoibervirin                   CH3-S-CH2-CH2-CH2-

                     9)   Glukoiberin                        CH3-SO-CH2-CH2-CH2-

                   10)   Glukoraphanin                   CH3-SO-CH2-CH2-CH2-CH2-

                   11)   Glukoalyssin                      CH3-SO-CH2-CH2-CH2-CH2-CH2-

                   12)   Glukonasturiin                   C6H5-CH2-CH2-

                   __________________________________________________________________

                  Indolyl  glukosinola ty

                   __________________________________________________________________

                   13)    Glukobrassicin                  3-indolylmethyl-

                   14)    Neoglukobrassicin             N-methoxy-3-indolylmethyl

                  __________________________________________________________________

     Hlavnı alkenyl glukosinola t -progoitrin predstavuje 30-80% celkovČho obsahu GSL

v repkovČm semeni.
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2.2. Chemikalie a prıstroje

2.2.1. Chemikalie

Acetonitril c istoty pro HPLC (Riedel de Haen, Sigma-Aldrich, St.Louis, Mo., USA)

Methanol c istoty 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)

Kyselina mravencı (Lachema, Neratovice, CR)

Octan sodny  (Lachema, Neratovice, CR)

Petroleter (Lachema, Neratovice)

Deionizovana voda

Dusık ±nosny plyn pro GC

2.2.2. Prıstroje a pom˚cky

Kapalinovy chromatograf HPLC 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 s“rie II s detektorem FID

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

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

Vodnı lazen

Odstredivka

Vakuova  odparka RV 05-ST 1 P-B

Kahan sklofoukac sky
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Susa rna s obehem vzduchu

Mikrodrtic -mlynek na kavu (ETA, CR)

Mlynek na premletı (Moulinex)

Skelna  vata

Specia lne upravenČ sklenenČ kolony, vhodny stojan, zkumavky

2.2. Pouz it“ metody

2.2.1. Stanovenı GSL metodou HPLC. Optimalizace metody.

     Principem stanovenı je extrakce GSL metanolem ( C SN EN ISO 9167-1) nebo vroucı

vodou (byvala  C SN) s naslednym c istenım a enzymatickou desulfatacı na iontomenic ovych

pryskyricıch. Stanovenı se provadı pomocı  HPLC s  eluc nım gradientem a detekcı

v ultrafialovČ oblasti (Tab.c .2).

Tabulka c. 2:  HPLC podmınky

_____________________________________________________________________

   Parametr                                                Hodnota

_____________________________________________________________________

   Pouz ita  kolona                                      Supelcosil LC „ 18 DB (25cm x 4,6 mm,

                                                                    5um ) ( SUPELCO,USA)

   Predkolona                                            Metaguard 4,6 mm Intersil ODS

                                                                    ( SUPELCO,USA)

   Sloz enı mobilnı faze                             20% acetonitril/redstilovana  voda (A/B) 5-55

                                                                    min 80% - 20%  sloz ky A (20% acetonitril)

   Pru tok mobilnı faze                               gradient 5-10 min 1ml/min 10-22 min.

                                                                    1,5 ml /min, 22-55min 1,5 ml/min

   Detekce                                                  229 nm

   Teplota                                                   30μC

   Objem nastriku                                       20 ď l

_____________________________________________________________________
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     Pro optimalizaci a naslednou akreditaci tohoto stanovenı byly vytvoreny kalibrac nı

zavislosti pro jednotlivČ GSL deklarovanČ v CRM 367 (Tab.c . 3) pripravenČ dle C SN EN ISO

9167-1 za pouz itı vnitrnıho standardu sinigrinu.

Tabulka c.3:  Statistick“ hodnocenı kalibracnıch zavislostı z CRM 367

Deklarovana Nalezana Rozsırena

hodnota hodnota nejistotaNazev

mmol/g mmol/g mmol/g

suma GSL 99+/-9 110+/-5 5

Mez detekce

Mez

stanovitelnosti OpakovatelnostAnalyt

µmol/g µmol/g µmol/g

Desulfoprogoitrin 0,01 0,03 0,29

Desulfoepi-progoitrin 0,01 0,03 0,08

Desulfoglukonapoleiferin 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 Stanovenı GSL metodou GC

     Principem stanovenı GSL je jejich extrakce GSL vroucı vodou (byvala  C SN) s naslednym

odparenım extraktu a  silylacı vzorku. Fina lnı analyza se provadı pomocı plynovČ

chromatografie s plamenoionozac nım detektorem (FID) (Tab.c . 4).
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Tabulka c. 4:  GC podmınky

_____________________________________________________________________

   Parametr                                                Hodnota

_____________________________________________________________________

 Pouz ita  kolona                                        Chromaton N-AW DMCS (0,125-0,160 mm)

                                                                             se zakotvenou Se 30-5%

              Detektor                                                 FID

              Nosny plyn                                            N2

              Pru tok nosnČho plynu                            36 ml/min

              Tinjektoru                                                   270μC

              Tdetektoru                                                  290μC

              Teplotnı program                                   200μC (3 min) - 5μC/min  - 245μC „

                                                                             13μC/min - 280μC (7 min)

               Objem nastriku                                     1 �l

             _____________________________________________________________________
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3. Experimentalnı cast

     Analyticky postup pri stanovenı GSL v repce olejce

1) metodou HPLC :

- prıprava vzorku

- extrakce GSL ze vzorku

- c istenı extraktu na ionexovych kolonach

- fina lnı analyzy a vyhodnocenı

2) metodou GC :

- prıprava vzorku

- extrakce GSL ze vzorku

- odparenı extraktu

- silylace smesı hexametyldisilazanu (HMDS) a trimetylchlorsilanu (TMCS) v prostredı

pyridinu

- fina lnı analyzy a vyhodnocenı

3.1. Prıprava CRM 367 a vzork˚ repky olejky

a) repkovy srot pro HPLC

     Semena repky a CRM 367 se pomelou v mlynku na kavu a nasledne se extrahujı vodou

nebo methanolem.

b) odtuc neny repkovy srot pro GC

     Semena repky a CRM 367 se pomelou v mlynku na kavu  a pres noc presusı v susa rne pri

teplote 50μC. Tuk obsaz eny v pomletČm vzorku se vyextrahuje petrolČterem po dobu 8 hod.

v Soxhletove extraktoru. Odtuc neny repkovy srot se znovu premele. Pripraveny vzorek se

uchovava  na chladnČm a  tmavČm mıste.
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3.2 Extrakce

a) pro HPLC

     Extrakce pro HPLC se provadı bu  70%-nım  methanolem nebo vroucı vodou. Do dvou

zkumavek (A, B)  se nava z ı 200 mg pomletČho vzorku. Ty se vloz ı do 70μC teplČ vodnı lazne

(v prıpade extrakce metanolem) nebo do vroucı vodnı lazne (v prıpade extrakce vodou) na 1

min. pro deaktivaci myrosinazy. Ke vzorku se pridajı 2 ml 70%-nıho metanolu nebo vroucı

vody. Do zkumavky A se prida  0,2 ml 5 mmol/l sinigrinu ,do zkumavky B 0,2 ml 20 mmol/l

sinigrinu. Obe zkumavky se nechajı za obc asnČho mıchanı ve vodnı lazni (metanol pri 70μC,

voda pri 100μC) po dobu 10 min. Nasleduje odstredenı a supernatant se oddelı do zkumavek

(Aý a Bý).  Ke vzorku po odstredenı se opet pridajı 2 ml 70%-nıho  metanolu a postup se

zopakuje.  Odstredeny vzorek je  pridan k podılu ve zkumavkach (Aýa Bý). Takto pripraveny

supernatant je pouz it pro naslednou desulfataci.

b) pro GC

     Extrakce pro GC metodu se provadı pouze vodou. Do odstredivkovČ zkumavky se nava z ı

100 mg odtuc nenČho repkovČho srotu a zkumavka se vloz ı do vodnı lazne  o teplote 95μC. Po

jednČ minute se prida  asi 1 ml vroucı vody, pric emz  dojde k deaktivaci myrosinazy. Po dvou

minutach se prida  0,5 ml 0,2% sinigrinu (vnitrnı standard). Extrahuje se za obc asnČho

mıchanı jeste po dobu 25 minut. Po ochlazenı a odstredenı se 0,4 ml c irČho extraktu prevede

do zkumavky a odparı do sucha pri 95μC na vodnı lazni za prıvodu vzduchu. Dosusı se v

susa rne  pri teplote 105μC po dobu 20 minut. PotČ se provede derivatizace. Do zkumavky s

odparkem se prida  0,5 ml pyridinu, 0,2 ml HMDS a 0,1ml TMCS. Zkumavka se zatavı a

silyluje v susa rne 2 hodiny pri teplote 120μC.

     Takto pripraveny vzorek lze po odstredenı pouz ıt pro stanovenı na plynovČm

chromatografu.

3.3. C iste nı extraktu

     Do Pasterovych pipet umıstenych  kolmo ve stojanu se do zěz enČho konce umıstı malČ

mnoz stvı skelnČ vaty a nanese 0,5 ml dobre promıchanČ suspenze DEAE Sephadex A 25 (10g
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v roztoku 2 mol/l kyseliny octovČ), ktera  se necha  usadit. Takto pripravenČ pipety dle Pastera

se promyjı 2 x 2 ml imidazolformia tu a nakonec 1 ml deionizovanČ vody.

     Na pripravenou a promytou kolonu se nanese 1 ml spojenČho odstredenČho extraktu, tak

aby se neposkodil povrch pryskyrice a necha  se vsaknout. Glukosinola ty se zachytı na ionexu.

Kolona se potČ promyje 2 x 1 ml 0,02 mol/l octanu sodnČho, c ımz  se odstranı nepola rnı la tky.

Nasledne se na kolonu nanese 0,075 ml prec istenČ  sulfatazy a necha  se sta t pri pokojovČ

teplote nejmČne 18 hodin. Desulfoglukosinola ty se ze sloupce vymyjı 2 x 1 ml vody. Elua t je

pripraven k analyze pomocı HPLC.

3.4.  Vlastnı analy za

a) HPLC analyza

     Pripraveny vzorek se da  do vialky. 20 µl vzorku se davkuje autosamplerem na

chromatografickou kolonu Supelcosil  LC-18-DB s predkolonou Metaguard do toku mobilnı

faze a detekuje se DAD detektorem pri 229 nm. Kolona je temperovana na teplotu 30 μC.

Dvou komponentnı mobilnı faze je tvorena 20 % - nım  acetonitrilem (A) a deionizovanou

vodou (B). Pru tok i pomer jednotlivych solventu  je upraven tak, aby doslo k rozdelenı vsech

GSL, kterČ jsou  obsaz eny v certifikovanČm referenc nım materia lu pro repkovČ semeno CRM

367.

b) GC analyza

     1 µl vzorku se davkuje na naplnovou chromatografickou kolonu Chromaton N-AW DMCS

se zakotvenou fazı Se 30-5 % do toku mobilnı faze tj N2 (pru tok 36 ml/min) a detekuje se FID

detektorem. Pru tok mobilnı faze a teplotnı program je upraven tak, aby doslo k rozdelenı

GSL. Danou metodou lze stanovit c tyri glukosinola ty prıtomnČ v repkovČm semeni -

glukonapin, glukobrassikanapin, progoitrin a napoleiferin.
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3.5. Vy pocet

a)  pro HPLC

Obsah kaz dČho glukosinola tu, vyjadreny v mikromolech na 1 gram susiny vyrobku se

vypoc ıta  ze vztahu :

w
K

m
n

A
A

g
s

g

−100
100***

kde  Ag   plocha pıku odpovıdajıcı desulfoglukosinola tu v jednotkach integra toru

       As    plocha pıku odpovıdajıcı desulfosinigrinu v jednotkach integra toru

       Kg    faktor reakce desulfoglukosinola tu uvedeny pro jednotlivČ GSL v tabulce c .5

       m     hmotnost zkusebnıho vzorku v gramech

       n      mnoz stvı vnitrnıho standardu pridanČho do zkumavky v mikromolech

       w     obsah vlhkosti a tekavych la tek v analytickČm vzorku vyjadreny v % vlhkosti

Tabulka c. 5 : Odezvov“ faktory pro jednotliv“ GSL uveden“ v C SN EN ISO 9167-1

koeficienty
jednotliv“ GSL

odezvy (Kg)

desulfoglukoiberin 1,07

desulsoprogoitrin 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-CH3 glukobrassicin 0,25

desulfoneoglukobrassicin 0,2
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     UvedenČ koeficienty odezvy byly stanoveny experimenta lne a byly prijaty na zaklade

dohody mezi ru znymi laboratoremi, kterČ se zěc astnily zkousek stanovenı GSL pro

zpracovanı normy C SN EN ISO 9167-1.

b)  pro GC

     Vypoc et obsahu glukosinola tu  se provede metodou vnitrnıho standardu a vyjadrı se v

µmol/1 g odtuc nenČho repkovČho srotu.

                                               
m A

A m
IS i

IS

* *
*

100∑    * 24,096

kde   mIS    hmotnost vnitrnıho standardu pridanČho ke vzorku v mg

         ∑Ai    suma ploch pıku  nalezenych glukosinola tu

         AIS      plocha pıku vnitrnıho standardu

          m     hmotnost zkusebnıho vzorku v mg

     24,096  koeficient pro prepoc et procentickČho obsahu glukosinola tu  na obsah vyjadreny

v µmol
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4. Vy sledky a diskuse

     Podle vyse uvedenych podmınek bylo promereno 68 vzorku  repky ozimČ z pokusu

oznac enych RP 1 a RP 2 ze stanice Jaromerice. Vzorky byly mereny jak metodou GC, ktera

byla dosud pouz ıvana pro toto stanovenı, tak i nove akreditovanou metodou HPLC (C SN EN

ISO 9167-1). Pouz itČ extrakc nı c inidlo byl metanol. 24 vzorku  repky ozimČ z pokusu  RP1 ze

stanice Jaromerice  bylo navıc promereno metodou HPLC za pouz itı vroucı vody i methanolu

jako extrakc nıho c inidla.

4.1. Porovnanı vy sledk˚ stanovenı sumy GSL metodami HPLC (metanol) a GC

     V tabulkach c .6-9 jsou uvedeny vysledky sumy GSL celkem pro 66 vzorku  repky metodou

HPLC a metodou GC. Vsechny vysledky byly prepoc ıtany na 46%-nı obsah oleje ve vzorku,

c ımz  byly zıskany hodnoty, kterČ se dajı porovnat.V tabulkach c .6,7 byly zarazeny vzorky, u

kterych byl obsah sumy GSL niz sı nez  15µmol/g GSL ve vzorku v susine. Nad tuto hodnotu

je totiz  obsah GSL v repce vzhledem k opakovatelnosti stanovenı povaz ovan za

problematicky  z hlediska schvalovanı testovanych odru d tČto plodiny. Tabulka c .6. (pokus

RP1) uvadı vysledky do 15µmol/g GSL ve vzorku v susine zıskanČ HPLC (extrakc nı c inidlo

metanol) a GC a jejich diferenci, tabulka c .7 uvadı obdobnČ vysledky pro pokus RP2.

Tabulka c .8. (pokus RP1) a tabulka c .9 (pokus RP2)  obdobne  porovnava  zıskanČ hodnoty

sumy GSL  pro vzorky , u kterych je suma GSL nad 15µmol/g GSL ve vzorku v susine.

4.2. Porovnanı vy sledk˚ stanovenı sumy GSL metodami HPLC (metanol,voda) a GC

     Vysoka  toxicita vroucıho metanolu, pouz ıvanČho pro extrakci GSL  nas vedla ke snaze

nahradit jej vroucı vodou.

     Tabulky c .10-13 hodnotı zıskanČ vysledky sumy GSL pri pouz itı obou extrakc nıch c inidel

u 24 vzorku  repky metodou HPLC a metodou GC. I v tomto prıpade byly vsechny vysledky

prepoc ıtany na 46%-nı obsah oleje ve vzorku, c ımz  se zıskaly hodnoty, kterČ se dajı porovnat.

Tabulka c .10. (pokus RP1) uvadı vysledky do 15µmol/g GSL ve vzorku v susine zıskanČ

HPLC (extrakc nı c inidlo metanol) a GC a jejich diferenci, tabulka c .11 uvadı obdobnČ

vysledky pro pokus RP1(extrakc nı c inidlo voda).
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Tabulka c .12. (pokus RP1) a tabulka c .13 (pokus RP1)  obdobne  porovnava  zıskanČ hodnoty

sumy GSL u vzorku  , u kterych je suma GSL nad 15µmol/g GSL ve vzorku v susine.

Tabulky c. 6,7:    Porovnanı  stanovenı sumy GSL ve  vzorcıch RP 1 a RP 2

                              metodou HPLC - extrakce metanolem (C SN EN ISO 9167-1 )

                              a metodou GC. Vzorky s obsahem sumy GSL do 15µmol/g v susine  pri

                              prepoctu na 46% obsah oleje.

       RP 1 GSL(µmol/g) v MeOH RP 2 GSL(µmol/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

    Pru mer  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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Pokracovanı tab. c. : 6,7 RP 2 GSL(㌳mol/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

     Pru mer HPLC-GC  5,99

kde HPLC „ kapalinova  chromatografie, GC „ plynova  chromatografie,  MeOH „ vroucı 70%

                      methanol

     Z tabulek c .6 a 7 vyplyva , z e u vzorku  repky ozimČ z pokusu  RP1 i RP 2 obsahujıcı GSL

do 15µmol/g GSL ve vzorku v susine je prumerna  hodnota rozdılu obou stanovenı sumy GSL

prepoc tena  na obsah 46% oleje 5,42 µmol/g GSL.
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Tabulky c. 8, 9:    Porovnanı  stanovenı sumy GSL ve  vzorcıch RP 1 a RP 2

                              metodou HPLC - extrakce metanolem (C SN EN ISO 9167-1 )

                              a metodou GC. Vzorky s obsahem sumy GSL nad 15µmol/g v susine

                              pri prepoctu na 46% obsah oleje.

RP 1 GSL(µmol/g) v MeOH RP 2 GSL(µmol/g) v MeOH

Ozn.vzorku HPLC GC HPLC-GC Ozn.vzorku LC GC HPLC-GC
1572 15,45 9,25 6,20 639 16,11 10,46 5,65

1575 23,84 13,89 9,94 653 25,01 14,52 10,49

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

1584 33,71 21,61 12,10 656 16,02 9,80 6,22

1540 47,65 33,12 14,53 657 15,25 8,39 6,86

1628 40,51 29,42 11,09 662 23,95 16,15 7,80

   Pru mer HPLC-GC  10,25 666 16,63 9,80 6,83

672 15,72 7,55 8,17

673 15,19 9,91 5,28

674 15,22 5,85 9,37

   Pru mer HPLC-GC  7,42

kde HPLC „ kapalinova  chromatografie, GC „ plynova  chromatografie,  MeOH „ vroucı 70%

                      methanol

     Z tabulek vyplyva , z e u vzorku  repky ozimČ z pokusu  RP1 i RP 2 obsahujıcıch GSL nad

15µmol/g GSL ve vzorku v susine je prumerna  hodnota rozdılu obou stanovenı sumy GSL

prepoc tena  na obsah 46% oleje 8,83 µmol/g GSL.
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Tabulky c. 10, 11:    Porovnanı  stanovenı sumy GSL ve  vzorcıch RP 1

                                  metodou HPLC - extrakce metanolem i vodou (C SN EN ISO 9167-1)

                                  a  metodou GC. Vzorky s obsahem sumy GSL do 15µmol/g v susine

                                  pri  prepoctu na 46%   obsah oleje

RP 1 GSL(µmol/g) v MeOH RP1 GSL(µmol/g) v H2O

Ozn.vzorku HPLC GC HPLC-GC Ozn.vzorku 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 5,74 5,55 1573 11,55 6,44 5,11

1576 10,25 5,39 4,86 1574 11,49 5,74 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

Pru mer HPLC-GC 4,85 Pru mer HPLC-GC 4,46

kde HPLC „ kapalinova  chromatografie, GC „ plynova  chromatografie,  MeOH „ vroucı 70%

                      methanol, H2O „ vroucı redestilovana  voda

     Z tabulek vyplyva , z e u vzorku  repky ozimČ z pokusu  RP1 obsahujıcı GSL do 15µmol/g

GSL ve vzorku v susine je prumerna  hodnota rozdılu mezi hodnotami GSL prepoc tena  na

obsah 46% oleje zıskana  obema metodami i pri pouz itı techto dvou extrakc nıch c inidel

srovnatelna .
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Tabulky c.12, 13:  Porovnanı  stanovenı sumy GSL ve  vzorcıch RP 1

                                metodou HPLC - extrakce metanolem i vodou (C SN EN ISO 9167-1 )

                                a metodou GC Vzorky s obsahem sumy GSL nad 15µmol/g v susine

                                pri prepoctu na 46% obsah oleje.

RP 1 GSL(µmol/g) v MeOH RP1 GSL(µmol/g) v H2O

Ozn.vzorku HPLC GC HPLC-GC Ozn.vzorku 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

Pru mer HPLC-GC 10,25 Pru mer HPLC-GC 11,12

kde HPLC „ kapalinova  chromatografie, GC „ plynova  chromatografie,  MeOH „ vroucı 70%

                      methanol, H2O „ vroucı redestilovana  voda

      Z tabulek vyplyva , z e u vzorku  repky ozimČ z pokusu  RP1 obsahujıcı GSL nad 15µmol/g

GSL ve vzorku v susine je prumerna  hodnota rozdılu mezi hodnotami GSL prepoc tena  na

obsah 46% oleje zıskana  obema metodami i pri pouz itı techto dvou extrakc nıch c inidel

srovnatelna .

Opakovatelnost dle C SN EN ISO je 2ď mol/g pri obsahu GSL do 20ď mol/g

                                                          4ď mol/g pri obsahu GSL od 20 do 35ď mol/g

Reprodukovatelnost dle C SN EN ISO je 4ď mol/g pri obsahu GSL do 20ď mol/g

                                                          8ď mol/g pri obsahu GSL od 20 do 35ď mol/g
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Obr. c.4: Chromatogram realn“ho vzorku metodou HPLC
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 FID1 A,  (REP02_GS\GSL01953.D)

 6.945 -  Sinigrin

 7.852 -  Glukonapin

 8.802 -  Glukobrassikanapin

 9.724 -  progoitrin

 10.433 -  napoleiferin

Obr. c.5:  Chromatogram realn“ho vzorku metodou GC
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5.  Zave r
     Pri porovnanı vysledku  stanovenı sumy GSL v repce olejce zıskanych metodou  HPLC a

metodou GC je zrejmČ, z e nove zavedena  a akreditovana  metoda HPLC je  pro stanovenı GSL

vyhodnejsı. Pouz itı tČto metody umoz nuje stanovenı 13 jednotlivych GSL oproti 4 GSL

stanovovanych metodou GC.

     Postup dle  C SN EN ISO 9167-1 je vhodny pro stanovenı GSL .Metodu je moz nČ pouz ıt

pro stanovenı sumy GSL v neodtuc nenČm i odtuc nenČm repkovČm srotu metodou HPLC

extrakcı metanolem nebo vroucı vodou pri pouz itı sinigrinu jako vnitrnıho standardu.

     Z vyse uvedenych zavislostı vyplyva , z e ěc innosti extrakcı GSL methanolem nebo  vroucı

vodou v neodtuc nenČm repkovČm srotu jsou srovnatelnČ. Velka  vyhoda extrakce vroucı

vodou je ve vyraznČm snız enı prace s vysoce toxickym vroucım methanolem.

     Toto byl hlavnı du vod navrhu vyse zmınenČho postupu pro odbor odru dovČho

zkusebnictvı. Vsechny vzorky budou promereny akreditovanym postupem za pouz itı extrakce

vroucı vodou. Pokud namerena  hodnota GSL u takto extrahovanych vzorku  bude vyssı nez

15�mol/g vzorku pri prepoc tu na 46%-nı obsahu oleje ve vzorku, bude vzorek promeren

znovu za pouz itı extrakc nıho c inidla metanolu.U vzorku  s vyssım obsahem GSL by extrakce

vroucı vodou mohla vČst ke zkreslenı vysledku , predevsım z du vodu prıtomnosti velkČho

mnoz stvı termolabilnıch GSL.
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Seznam zkratek:

HPLC „ kapalinova  chromatografie               MeOH „ vroucı 70% methanol

DAD „  diode aray detektor                            H2O „ vroucı redestilovana  voda

GC „ plynova  chromatografie                         HTM „ hexametyldisilazan

FID „ plamenoionizac nı detektor                    TSC „ trimetylchlorsilan

GSL „ glukosinola ty                                        RP1 „ repka pokus 1

CRM „ certifikovany referenc nı materia l        RP2 „ repka pokus 2
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Stanovenı celkov“ho dusıku v lesnıch p˚dach
metodou blızk“ infracerven“ spektroskopie

David C izmar
U strednı kontrolnı a zkusebnı ěstav zemedelsky, Hroznova  2, 656 06 Brno, Na rodnı
referenc nı laborator „Regiona lnı oddelenı Brno, e-mail: david.cizmar@ukzuz.cz

U vod

Dusık (N) je prvek, ktery rostliny potrebujı na asimilaci proteinu  s vyjimkou lustenin a

nekolika dalsıch druhu  rostlin. Dusık je zıskavan z pu dy, a zpet do pu dy se dostava  ze zbytku

rostlin obsahujıcıch dusık. Pu dnı dusık je v pu dach prıtomen z 95-98 % v organickČ vazbe, a

to v huminovych la tkach, rostlinnych zbytcıch, biomase a odumrelych organismech. Obsah

organicky vazanČho N v minera lnıch pu dach je v ězkČ korelaci s organickym C a kolısa

v mezıch 0.02-0.4%. V organickych pu dach (humusovy horizont lesnıch pu d) mu z e

dosahnout hodnoty az  3%. Predpoklada  se, z e ve vetsine ornic je 30-70% organickČho N

vazano v aminokyselinach a aminocukrech, zabudovanych do molekul huminovych la tek a

1-7% pripada  na baze nukleovych kyselin. Anorganicky vazany N se vyskytuje preva z ne ve

forme lehce rozpustnych a tČz  snadno vyplavitelnych dusic nanu  (NO3
-) a jen v malČ mıre jako

rozpustenČ popr. vymennČ kationty NH4
+. Stanovenı celkovČho dusıku Ntot tedy zahrnuje

stanovenı dusıku amonnČho, dusic nanovČho, dusitanovČho a organicky vazanČho.

Od roku 1993 U KZU Z provadı dlouhodoby projekt sledovanı pru zkumu vyz ivy

lesnıch ekosystČmu . ZıskanČ vysledky majı velky vyznam pro kontrolu stavu nasich  lesnıch

porostu  a v nemalČ mıre prispıvajı ke kontrole podmınek lesnıho hospodarenı.  Du lez itou

souc astı tohoto projektu je sledovanı ělohy dusıku v procesu vyz ivy a da le sledovanı

distribuce dusıku v horizontech lesnı pu dy. Zda  se totiz , z e klıc ovou roli v pu dnıch

transformac nıch procesech vstupujıcıho dusıku by mohl sehravat obsah uhlıku a dusıku

v jednotlivych horizontech lesnıch pu d. Pomer techto dvou parametru  C:N vyjadruje

vyznamny faktor pri hodnocenı kvality pu dy.

V souc asnČ dobe bez ne provadı pracoviste NIR spektroskopie LO Brno  stanovenı

obsahu oxidovatelnČho uhlıku Cox v jednotlivych horizontech lesnıch pu d. Pro velky za jem

odboru agrochemie pu d a vyz ivy rostlin stanovit pomer C:N byla vypracovana metodika pro
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stanovenı celkovČho dusıku Ntot v organickČm a minera lnım horizontu lesnıch pu d metodou

NIR spektroskopie.

Klasicka  metoda stanovenı celkovČho dusıku je c asove  na roc na  na mineralizaci

vzorku a jeho naslednou destilaci. Za roven je takČ na roc na  na spotrebu chemika liı a  nenı

prılis setrna  k z ivotnımu prostredı, nebo“ mineralizace vzorku probıha  s koncentrovanou

kyselinou sırovou. Metoda NIR spektroskopie je rychla  a vhodna  analyticka  technika

umoz nujıcı nahrazenı klasickČ laboratornı  metody  stanovenı celkovČho dusıku.

Cılem tohoto vyvojovČho ěkolu bylo optimalizovat vlastnı metodu NIR spektrometrie

a  vyhodnotit moz nosti  tČto metody na predikci obsahu celkovČho dusıku v lesnıch pu dach.

MATERIAL A METODY

Princip stanovenı celkov“ho dusıku Ntot

Pro stanovenı  vsech forem dusıku jednım procesem bez predchozı separace nebo

frakcionace pripadajı  v ěvahu dve principia lne odlisnČ metody. Starsı metoda podle Dumase

vyuz ıva  oxidacı za sucha s klasickym gazometrickym stanovenım vzniklČho dusıku. V praxi

se prosadily c etnČ modifikace Kjeldahlovy metody mineralizace za mokra s kyselinou sırovou

a s ru znymi prısadami, pri nichz  se organickČ slouc eniny dusıku oxidujı na NH4
+, ktery se pak

spolu s NH4
+ prıtomnym jiz  ve vzorku vydestiluje z alkalickČho prostredı jako NH3 do

urc itČho objemu odmernČho roztoku  kyseliny nebo do dostatec nČho prebytku roztoku

H3BO3. Zde se pak stanovı neutralizac nı titracı a to v prıpade destilace do odmernČho roztoku

kyseliny titracı jejıho nespotrebovanČho nadbytku odmernym roztokem zasady, v prıpade

destilace do roztoku H3BO3 prımou titracı odmernym roztokem kyseliny. Ve vsech

uvedenych prıpadech se stanovenı celkovČho dusıku provadı pomocı prıslusnych plne

automatizovanych prıstroju . Pri mineralizaci se ke vzorku pridavajı jednak soli ke zvysenı

bodu varu mineraliza tu, jednak katalyza tory k urychlenı oxidace.

Stanovenı metodou NIR spektroskopie

Celkem bylo promereno metodou NIR spektroskopie vıce jak 600 vzorku  lesnıch pu d

minera lnıho horizontu a 300 vzorku  lesnıch pu d organickČho horizontu. Vsechny vzorky byly

analyzovany klasickou metodou dle Kjeldahla na regiona lnım laboratornım oddelenı U KZU Z

v Liberci a potČ byly predany a analyzovany na pracovisti NIR spektroskopie v U KZU Z

Brno.
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NIR merenı byla provadena ve viditelnČ a blızkČ infrac ervenČ spektra lnı oblasti

prıstrojem FOSS NIRSystem 6500 se scanujıcım monochroma torem s reflektanc nı detekci.

Kaz dy standardne upraveny a vysuseny vzorek lesnı pu dy byl umısten do kyvety typu small

ring cup s kremennym okČnkem o prumeru 4.5 cm. Spektra lnı reflektance udavana  jako

prumer ze 25 spekter byla zobrazena jako logaritmus inverznı reflektance (log 1/R) ve 2 nm

intervalech v rozsahu 400-2500 nm. Na vyvoj kalibrac nıho modelu byla  vybrana NIR

spektra lnı oblast (1100-2500 nm)

Vyvoj NIR metody pro stanovenı Ntot v pu dach je zaloz en na vytvorenı kalibrac nı

rovnice, ktera  kvantifikuje vztah mezi informacı NIR absorpce a hodnotou stanovenou

klasickou metodou. Metoda NIR spektroskopie je uz itec na  pouze tehdy, jestliz e je vztaz ena

na presnou a spravnou klasickou metodu. Pro zıskanı dostatec ne kvalitnıch kalibrac nıch

modelu  jsme rozsırili komerc ne dodavanou softwarovou vybavu prıstroje FOSS NIRSystem

6500 o Software NIR calibration 1.0 (fa EFFICHEM, Lysice, CZ).

K vytvorenı vztahu mezi spektry NIR a merenymi chemickymi vlastnostmi

sledovanČho materia lu je moz nČ pouz ıt ru znČ kalibrac nı metody. Mezi nejc asteji pouz ıvanČ

techniky kalibrace v NIR spektroskopii patrı: PCR (regrese na hlavnıch komponentach), PLS

(vıcenasobnČ linea rnı regrese metody nejmensıch c tvercu ), LWR (loka lne va z ena  regrese),

SMLR (vıcenasobna  stepwise linea rnı regrese) a ANN (regrese s pouz itım umelych

neuronovych sıtı). Zadna  z techto uvedenych kalibrac nıch technik nema  univerza lnı vyuz itı,

protoz e kalibrac nı technika vhodna  pro danou aplikaci nemusı byt  akceptovatelny takČ pro

ostatnı. My jsme pro vytvarenı kalibrac nıch modelu  vyuz ili kalibrac nı techniku typu PLS a

SMLR.

Idea lnı kalibrac nı model je vybıran tak, aby daval co nejmensı chybu krız ovČ validace

(RMSECV) a nejvyssı hodnotu korelac nıho koeficientu (R2). RMSECV je nejc asteji

pouz ıvana  charakteristika pro hodnocenı kvality predikce v NIR spektroskopii. Korelac nı

koeficient (R2) je v NIR spektroskopii velmi c asto pouz ıvan v kombinaci s RMSECV.

Charakterizuje mıru korelace mezi vysledky z klasickČ metody a  NIR metody .

Vy sledky a diskuse

Vzorky minera lnıho a organickČho horizontu lesnıch pu d se lisı v koncentracıch Ntot,

proto jsme na vyvoj kalibrac nıch modelu  pouz ili dve samostatnČ kalibrace a to pro organicky

a minera lnı horizont (Obr.1„4). Kvalitativnı parametry nasich vytvorenych kalibrac nıch
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rovnic a pouz ita  regresnı technika jsou uvedeny v tabulce 1. Je evidentnı, z e  Ntot

v organickČm horizontu lesnıch pu d mu z e byt meren metodou NIR spektroskopie presneji nez

Ntot v minera lnım horizontu lesnıch pu d.

Hodnota RMSECV je vyssı pro minera lnı horizont obsahujıcı niz sı koncentraci Ntot,

protoz e vetsina vzorku  pu d minera lnıho horizontu obsahuje koncentraci Ntot v rozsahu do

7000 mg/kg, zatımco v organickČm horizontu to je  10 000 „ 20 000 mg/kg. Citlivost zmen

kvalitativnıch parametru  na obsah Ntot ve vzorcıch je tedy zrejma .

Dosavadnı vysledky ukazaly, z e je moz nČ merit Ntot jak v organickČm, tak

minera lnım horizontu lesnıch pu d. Pri niz sıch koncentracıch Ntot je predikce pomocı NIR

techniky omezena. Presto NIR technika dovoluje stanovenı pu dnıho Ntot ve velmi kra tkČ

dobe s prijatelnou presnostı a spravnosti.

R2 = 0.82
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Obr.1 Kalibracnı graf Ntot mineralnı horizont, regrese PLS
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Obr.2 Kalibracnı graf Ntot mineralnı horizont, regrese SMLR
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R2 = 0.85
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Obr.3 Kalibracnı graf Ntot organicky  horizont, regrese PLS

R2 = 0.90
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Obr.4 Kalibracnı graf Ntot organicky  horizont, regrese SMLR

Tabulka c. 1

Typ Regrese R2
RMSECV

(mg/kg)
Ntot ± Organicky  horizont

PLS 0,85 1,42 x103

SMLR 0,90 1.24 x 103

Ntot ± Mineralnı horizont
PLS 0,82 1,10 x103

SMLR 0,86 1,00 x103
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Zave r

Pro hodnocenı kvality pu dy je du lez itČ zna t pomer C:N. Obsah Cox metodou NIR

spektroskopie stanovujeme v minera lnım a organickČm horizontu lesnıch pu d uz  od roku

2002. Vysledkem tČto prace jsou kalibrac nı rovnice pro stanovenı obsahu Ntot v minera lnım a

organickČm horizontu lesnıch pu d. Z prezentovanych vysledku  (RMSECV a R2 a kalibrac nıch

rovnic) je zrejmČ,  z e tato metoda je vhodna  pro stanovenı Ntot v lesnıch pu dach.
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