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Vyvoj kalibra¢ni rovnice na N-latky a Skrob

ve sladovnickém je¢meni metodou FT-NIRS

David CiZmdr
Usttedni kontrolni a zkugebni Gstav zeméd¢€lsky, NRL-RO Brno, Hroznova 2, 656 06 Brno
david.cizmar@ukzuz.cz

1 Souhrn

Metodou FT-NIR spektroskopie byly vytvofeny a optimalizovany kalibraéni modely
pro stanoveni obsahu N-latek a Skrobu ve sladovnickém jeCmeni. VSechny vzorky, u nichz
byl znadm koncentra¢ni obsah sledovanych parametri ziskanych pomoci laboratornich
referencni metod (LRM), pochdzely z laboratote testovani odriid. Ptislusné kalibra¢ni modely
pak byly nasledné ovéteny pomoci Studentova t testu na porovnani dvou analytickych metod.
Vyhovujici vysledky u vSech namétenych parametrii prokazaly pouzitelnost metody FT-NIR

spektroskopie pro stanoveni N-latek a Skrobu v je€meni setém.

2 Uvod

Je¢men je spolecné s pSenici cilené péstovan od zemédélskych pocatki lidstva. Za oblast jeho
puvodu je poklddana Asie, odkud se rozsifil pfes Balkdn do Evropy. Na naSe Gizemi pfinesly
jec¢men sté¢hovavé narody z jihozapadni Asie pfiblizné pied péti tisici lety. Tato obilovina byla
1é¢iva rostlina.

Dle botanického zatazeni patii je¢men do Celedi lipnicovitych trav. Je€men zahrnuje 25 druhti
planého je¢mene a jeden druh kulturni: je¢men sety (Hordeum vulgare)
(obr. 1), ktery patii k hospodaisky nejvyznamnéj$im rostlindm. Kulturni je¢men je jednoleta
jarni nebo ozima obilnina, nékteré plané druhy jsou i1 viceleté. V nasich podminkéach
se péstuji prevazné jarni formy dvoufadého jeCmene. Kromé pluchatych odriid byly
pro potravinaiské ucely vysSlechtény i formy nahé a waxy (sklovité) odrudy s vysokym

obsahem rozpustné vlakniny a beta-glukant (1).



Hlavni vyuziti jeCmene jako suroviny je v oblasti sladovnické, krmivaiské a potravinaiské.
Vyuziva se rovnéz v lihovarnictvi k vyrobé tradi¢nich lihovych napoji, perspektivné se s nim
pocita i jako s moznym zdrojem obnovitelné energie pro vyrobu bioethanolu v ramci tzv.
lihobenzinového programu. Rovnéz se nabizi jeho vyuziti i k produkci skrobu. Pro ob¢ tyto
formy uplatnéni jsou vhodné odridy pievazné s vysokym obsahem Skrobu (min. 60 %

az 75 %) a minimalnim obsahem bilkovin (do 10 %) (2).

Obr. 1: Je¢men sety (3)

Cilem prace bylo vytvofit a optimalizovat kalibracni modely pro stanoveni dusikatych latek
(N-latek) a skrobu metodu NIR spektroskopie a zarovenn vyhodnotit moznosti vyuziti této

moderni analytické metody na predikci vybranych parametrti v jeCmeni setém.

3 Material a metody

3.1 Princip stanoveni dusikatych latek (N-latek) a Skrobu
Vytvoteni NIR kalibracniho modelu pro dany parametr spo¢iva ve vztazeni informace ziskané
absorpci v NIR oblasti s hodnotou stanovenou laboratorni referencni metodou (LRM)

do vzajemného poméru a ziskani regresni zavislosti.

V nésledujici ¢asti jsou velmi stru¢né popsany klasické laboratorni metody mokré chemie,
pomoci kterych byly ziskany referen¢ni hodnoty pouzité pro kalibraci NIR spektrometru.
Vysledek referenénich hodnot v kalibraci se uvadi jako primér ze dvou paralelnich

stanoveni.



Stanoveni obsahu dusikatych latek (N-latek)

Stanoveni obsahu dusikatych latek (hrubého proteinu) vychazi z normy CSN 46 7092-4 (4).
Tato norma je platnd pro stanoveni obsahu dusikatych latek v krmivech a pouziva
se pro stanoveni dusikatych latek i ve vzorcich olejnin a obilovin.

Dusikaté latky se stanovi metodou podle Kjeldahla - titracné alkalimetricky (acidimetricky)
po mineralizaci vzorku horkou kyselinou sirovou za pfitomnosti katalyzatoru prevedenim
na siran amonny, vytésnénim amoniaku hydroxidem sodnym a jeho piedestilovanim

do kyseliny sirové (borité).

Stanoveni obsahu Skrobu

Stanoveni obsahu $krobu vychazi znormy CSN 46 7092-21 (5), ktera plati pro stanoveni
obsahu skrobu v krmivech a pouziva se pro stanoveni obsahu skrobu i ve vzorcich obilovin.
Obsah Skrobu se stanovi polarimetricky po hydrolyze vzorku kyselinou chlorovodikovou
a odstranéni bilkovin Caressovymi cinidly, polarimetricky zméfenim optické otacivosti

a provedenim korekce na opticky aktivni latky rozpustné ve smési ethylakohol - voda.

3.2 Stanoveni metodou NIR spektroskopie

Pro vytvofeni pfesného NIR kalibraéniho modelu je obecné zakladnim pozadavkem
dostate¢ny pocet analyzovanych vzorkii. Rozsah analyzovanych vzorkti odridového
zkusebnictvi klasickymi laboratornimi metodami (LRM) je mimotadny, UKZUZ je v ramci
CR zcela ojedinélym pracovi§tém zaméfenym na tento typ laboratorniho testovani, proto byl
pozadavek na mnoZzstvi vzorkll pro vytvofeni dostate¢né robustnich kalibracnich modell
spolehlivé splnén. V ptipadé je¢mene setého bylo proméieno celkem 290 vzorki pro kalibraci
parametru N-latky a 290 vzorki na parametr $krob. Vzorky pouzité na kalibraci NIR
spektrometru pochazely ze viech regionalnich pracovist UKZUZ a byly nashroméazdény
za obdobi 4 let.

VSechny vzorky jeCmene byly pfed méfenim pomlety na laboratornim mlynku VM-7
(Minirazant) a nasledné prosety pies sito 1 mm. NIR spektra takto pfipravenych vzorkt byla
nasnimana v kiemennych kyvetach o priméru 3 cm v rezimu reflektance. NIR méfeni byla
provadéna v blizké infracervené spektralni oblasti ptistrojem Nicolet Antaris s Fourierovou
transformaci. Spektralni reflektance udavana jako primér ze 120 spekter byla zobrazena jako

logaritmus inverzni reflektance (log 1/R) v 0,5nm intervalech v rozsahu vlnovych délek



(1000 — 2500) nm. Kazdy vzorek byl zméten dvakrat, pro dalsi vyvoj kalibraéniho modelu
pak bylo pouzito primérné spektrum.

Pro spravny vyvoj NIR kalibraniho modelu je dulezité, aby koncentracni rozsah
kalibrovaného parametru byl co mozna nejvyssi. Koncentrani rozsahy pro stanovované

parametry ve vzorcich jeCmene set¢ho jsou uvedeny v tabulce 1.

Tabulka 1: SloZeni vzorki je¢mene setého pouzitych pro kalibraci pristroje Nicolet
Antaris mérenych v reflektanci — celkovy pocet vzorki Ng =290

N-latky Skrob

(%e/s) (%/s)

Minimum 8,65 54,94
Maximum 16,15 65,34
Primeér 11,20 60,71

Diulezitym ptedpokladem vytvofeni uUspésSného kalibraéniho modelu je dale skutecnost,
ze laboratorni referen¢ni metoda pouZzivana pro kalibraci NIR spektrometru ma byt dostate¢né
presnd. Vysledky referencnich hodnot obou parametrt ziskanych klasickymi metodami mokré
chemie jsou prezentovany jako prumér paralelnich stanoveni.

V prvnim kroku pted vlastni regresni tvorbou kalibra¢niho modelu byla na jednotlivé soubory
kalibra¢nich spekter (vzorkil) aplikovana matematicka korekce spekter SNV, ktera eliminuje
vliv velikosti ¢astic. Tento krok je velmi dulezity u vzorkt, které pted vlastni NIR analyzou
prosSly upravou sitovanim nebo pro vlastni méfeni NIR spektroskopii nebyly pomlety.
Na takto upravenych NIR spektrech pro vSechny parametry byla provedena analyza hlavnich
komponent, ktera je vhodna pro detekci a urceni odlehlych méteni vzorkt (spekter). Metodou
hlavnich komponent (PCA) byla identifikovana odlehla méfeni, ale soucasné bylo ovéteno,
zda timto vyluCovanim nebyly oznaleny dilezit¢ kalibra¢ni vzorky (extrémni body, které
mohou odpovidat napt. nové plodinné odriidé nebo koncentra¢ni abnormalite), ¢imz by byla
sniZena robustnost vytvarené¢ho kalibraéniho modelu.

Timto zpiisobem upravené kalibra¢ni soubory pro stanoveni vybranych parametrti v jeCmeni
setém po vylouCeni odlehlych méteni byly dale korigovany regresni metodou PLS. Nasledné
byly jednotlivé kalibra¢ni modely optimalizovany tak, aby poskytovaly co nejvyssi hodnotu
korelacniho koeficientu R a zéiroven co nejniz§i stfedni kvadratickou chybu predikce

RMSECYV pii optimalnim poctu latentnich proménnych (hlavnich komponent) v modelu.




V pribéhu tvorby kalibracniho modelu byly rovnéz vybrany vhodné vinové délky, a sice
takové, u kterych se absorpci zafeni v NIR spektru projevila ziejmd korelace s laboratorni
referenéni hodnotou. Vysledkem optimalizace kalibra¢niho modelu je ziskany graf
referencnich versus NIR predikovanych koncentraci (kalibracni zavislost, kalibra¢ni kiivka)

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

4  Vysledky a diskuse

Vytvorené kalibracni zavislosti pro N-latky a Skrob v je¢meni setém vyjadiené jako obsah

v % v su$in¢ vzorku jsou zobrazeny na obr. 2 a 3.

Obr. 2: Kalibrac¢ni zavislost pro parametr N-latky (%/s)
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Obr. 3: Kalibracni zavislost pro parametr Skrob (%/s)
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Souhrnny piehled ziskanych kvalitativnich parametri kalibraénich modeli stanovenych

regresni metodou PLS pro vybrané parametry v jeCmeni setém je uveden v tabulce 2.

Tabulka 2: Kvalitativni parametry kalibra¢nich modeli vzorki je¢cmene setého

Parametr RMSECV R
N-latky (%/s) 0,27 0,98
Skrob (%o/s) 1,00 0,90

Z tabulky 2, ktera zobrazuje kvalitativni parametry vytvofenych NIR kalibra¢nich modelt
pro jednotlivé analyzované parametry, je ziejmé, Ze existuje vysokd korelace mezi
posouzenim chemické skladby métrenych vzorkl s pouzitim klasickych laboratornich metod

(LRM) a zptisobem hodnoceni metodou NIR spektroskopie.

Predikéni schopnosti téchto vytvorenych kalibraénich modelti pro jednotliva stanoveni
ve vzorcich je¢mene setého byly ovérovany na nezavislych vzorcich, které nebyly zahrnuty
do vyvoje kalibracnich modelt. Naslednym porovnanim vysledkt ziskanych LRM a metodou

NIR spektroskopie na testovani shodnosti vysledkii se oveéfovala nulova hypotéza, ze rozdil

|XA - 75| neni statisticky vyznamny na zvolené hladiné¢ vyznamnosti o = 0,05. Pro testovani




shodnosti byl pouzit Studentlv test t (6). Vypoctené hodnoty t testu byly porovnany
s kritickou hodnotou t,. Ziskané vysledky pro jednotlivé parametry jsou prezentovany

v tabulce 3.

Tabulka 3: Kvalitativni parametry porovnani 2 analytickych metod

X X
Parametr k (LR?V[ ) (NIBR) o t to(0.05)
N-latky
(%/s) 21 10,77 10,86 0,05 1,59 2,086
Skrob
(%/s) 15 60,54 60,47 0,05 1,16 2,145

Z tabulky 3 je zfejmé, Ze vypoctené hodnoty t pro oba sledované parametry jsou nizsi oproti
tabulkové (kritické) hodnoté t,. Z toho vyplyva, Ze metoda NIR spektroskopie v porovnani
s laboratorni referenéni metodou poskytuje statisticky shodné vysledky pro stanoveni

vybranych parametrii ve vzorcich je¢mene setého.

5 Zavér

Na dostatecné obsdhlém souboru vzorkli jeCmene seté¢ho byly optimalizovdny kalibracni
modely metodou NIR spektroskopie pro stanoveni vybranych nutri¢nich parametra.

Z prezentovanych grafi kalibracnich zavislosti a hodnot kvalitativnich parametrt
vytvoienych kalibra¢nich modelit (RMSECV, R) a vysledkti porovnani dvou analytickych
metod (LRM vs. NIR) pro predikované parametry N-latky a Skrob je ziejmé, ze metoda NIR

spektroskopie je vhodnéd a Ize ji doporucit pro predikovéani téchto sledovanych parametrti

v je¢meni setém.
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Vyuziti mikrovinného rozkladu pro hydrolyzu krmiv —

stanoveni lysinu

Vlastimil Kubicek, Eva Fojtlova, Eva Niedobovd
Usttedni kontrolni a zkugebni Gstav zemédéelsky, NRL-RO Brno, Hroznova 2, 656 06 Brno
vlastimil.kubicek@ukzuz.cz, eva.fojtlova@ukzuz.cz, eva.niedobova@ukzuz.cz

1 Uvod

Aminokyseliny jsou zakladni stavebni jednotky bilkovin, tedy dileZzita slozka krmnych smési
zdrojem dusiku a siry. Hlavni funkci aminokyselin je jejich ucast na proteosyntéze.
Kondenzaci aminoskupiny a karboxylové skupiny dvou aminokyselin vznikd peptidicka
vazba, ktera je zdkladni formou spojovani aminokyselin do peptidickych fetézct.
V zivo¢isném organismu vznikd timto zptsobem velké mnozstvi nejriznéjSich peptidd,
kolisajicich svou velikosti od nejmensich molekul, slozenych ze tfi aminokyselin,
aZz po polymery, obsahujici vice nez tisic zdkladnich jednotek. Stanoveni lysinu v krmnych
smésich patii v laboratofi zdkladni analytiky krmiv k nejzadanéjSim. Jiz poc¢atkem minulého
stoleti byla vyslovena domnénka, ze nizky obsah lysinu, ktery patii mezi esencialni
(nepostradatelné) aminokyseliny, mize mit souvislost s nutricni hodnotou pSenice. Dnes
je potvrzeno, Ze lysin je limitujici aminokyselinou ve vétSin€ obilnin, bilkovinnych krmiv
rostlinného ptivodu a krmnych smési pro prasata. Je nutné sledovat nejen nedostatek, ale
i nadbytek aminokyselin v krmivu, protoze nadmérné mnozstvi ma toxicky vliv
na organismus, zpusobuje depresi piijmu krmiva a snizeni intenzity rastu. Aminokyseliny
se totiz nemohou ukladdat v téle do zédsoby, ale jsou pomérné rychle vylucovany nebo
metabolizovany na své degradacni produkty. Stanoveni aminokyselin v krmnych smésich
patii mezi draz$i a pracnéjSi analytické operace v oblasti analyz krmiv. Toto stanoveni
je spojeno se dvéma okruhy problémii, jejichz optimalni feSeni dosud nebylo zcela nalezeno.
Za prvé je nutné zajistit pfevedeni aminokyselin, které jsou pievazné vazané v bilkovinach,

do formy volnych aminokyselin a to bez jejich ztraty nebo degradace. Za druhé se musi zvolit



takova metoda d€leni a stanoveni, kterd zaruCuje dostateCnou pfesnost a spravnost, musi byt
dostate¢né rychla a experimentdlné nendro¢na. Analytika aminokyselin je navic
komplikovéana ptfitomnosti dalSich slozek v krmivu, které dané stanoveni mohou rusit nebo
mohou davat pozitivni chyby. Kromé bilkovinnych aminokyselin jsou typickymi slozkami
také aminokyseliny, které byvaji pfitomny volné nebo v peptidech, nikoli véazané
v bilkovinach. Ve vzorcich Zivo€isného i rostlinného ptivodu se vyskytuji aminocukry, jejichz
rozkladem se mohou vytvéfet aminy, které vznikaji také termickou degradaci aminokyselin
1 pfi relativné nizkych teplotdch nebo bakterialnim rozkladem. V peptidech a bilkovinach jsou
aminokyseliny vzajemné vazany peptidovymi vazbami, takze se z téchto vazeb museji uvolnit
hydrolyzou. Hydrolyza muze probihat v kyselém nebo alkalickém prostiedi. Pfi kyselé
hydrolyze se materidl hydrolyzuje za varu pirebytkem konstantné vrouci kyseliny
chlorovodikové. Béhem hydrolyzy, ktera mtize trvat 4 h az 70 h pfi teploté 100 °C az 145 °C,
dochdzi k rozkladu sirnych aminokyselin, proto se pro jejich stanoveni musi pouZzit jiny
postup. Rychlost rozkladu peptidickych vazeb se 1isi podle struktury a druhu jednotlivych
aminokyselin. Aminokyseliny uvolnéné z peptidickych vazeb mohou dale podlé¢hat riznym
rozkladnym reakcim. Napftiklad pro stanoveni pfesnych obsaht isoleucinu a valinu, které jsou
obtizn¢ uvolnovany ze svych peptidickych vazeb, se musi pouzit hydrolyza po dobu 70 h,
u threoninu a serinu dochézi pfi této dobé podle riznych autorii ke ztratam ve vysi (3 — 16) %,
u tyrosinu kolem (1 — 14) %. Tyrosin miZe byt v pfitomnosti oxida¢nich cinidel také
oxidovan nebo mize pfechazet na chlorderivaty. Vzhledem k dlouhé dob¢ hydrolyzy byla
v roce 1970 publikovana metoda, ve které se bilkoviny hydrolyzuji pfi teploté 145 °C pouhé
4 h. Tato metoda, ktera vykazuje relativné nejlepsi pomér mezi casovou naro¢nosti a ztratami
aminokyselin rozkladem, se v laboratofi NRL-RO Brno pouZivd pro kyselou hydrolyzu
a je zarazena do JPP (1). Po hydrolyze nasleduje odpatrovani piebytecné HCI na vakuové
odparce. Hydrolyza mikrovinnym rozkladem dale urychli prichodnost vzorkli laboratofi
nejen diky zkraceni ¢asu samotné hydrolyzy, ale i tim, ze odpadne vakuové odpafovani. Dale
neni nutnd naslednd neutralizace zbytkové HCI, protoze sloZeni tlumiciho roztoku staci
na takovou upravu pH, ktera je dostatecné k tomu, aby reten¢ni ¢asy lysinu a standardu byly
podobné. V soucasné dobé se kseparaci a kvantifikaci aminokyselin pouziva metod
vysokotlaké kapalinové chromatografie (HPLC) nebo stfednétlaké kapalinové chromatografie
na iontoméni¢ich podle Steina a Moorea, jako je tomu v laboratofi NRL-RO Brno. K separaci
aminokyselin se pouzivaji pfedevSim ionexy, které byly vyuzity k separaci jiz pfed mnoha
lety a vruznych modifikacich se v automatickych analyzatorech aminokyselin pouZzivaji

dodnes. Vlastni kvantifikace aminokyselin neni mozna bez pfedchozi derivatizace, v pfipadé
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laboratoife NRL-RO Brno roztokem ninhydrinu, za kolonou chromatografického systému.
Vyhodou této metody je jeji velka robustnost, nevyhodou pon¢kud vyssi mez stanovitelnosti

proti metoddm HPLC a delsi doba analyzy, ktera se pohybuje od 30 min do 120 min.

2 Material a metody

Pro ovéteni byly pouzity jak vzorky z mezilaboratornich porovnavacich zkousek, tak bézné
krmné smési pro prasata a premixy s niz§im obsahem ptidaného lysinu. Mikrovinny rozklad
probihal v peci MWS-3 Berghof ve vysokotlakych nddobach DAC 100 a DAC 100S (100 ml,
150 bar) s navdzkami (0,06 — 0,3) g. Stfedotlaké nadoby DAP 60S (60 ml, 40 bar) nebyly
pouzity kvili nutnosti relativné vysoké navazky a problematického rozptyleni vzorku v uzké
nadobé. Jako inserty do téchto nadob byly pouzity bézné sklenéné zkumavky, pozdéji, kvili
moznému c¢astecnému ovlivnéni intenzity mikrovinného zéateni, zkumavky z kiemenného
skla. Pouziti téchto insert umozni leps$i manipulaci se vzorkem pfi vazeni i nasledném
zpracovani a ochrani vlastni teflonovou nadobu pted poskozenim. K tomu miize nékdy dojit
mistnim piehfivanim stény nadoby pii nedostatecné rozptyleném vzorku v suspenzi (2).
Pii hydrolyze dochazi k mirné exotermni reakci i pii velmi pozvolném zacatku rozkladu.
Z otevieného insertu muize vzkypénim suspenze piejit urcité mnozstvi lysinu do prostoru
rozkladné nédoby s kyselinou a dochéazet ke ztratdm. Pro ovéfeni, zda k témto ztratam
dochazi a v jakém mnozstvi, byl vybran rozklad vzorku tritikale ve 3 X 2 paralelnich
stanovenich s relativné vysokou navazkou cca 0,4 g a obsahem lysinu 5,1 g/kg. Kromé
zpracovani vzorku navrzenym zplisobem byla kyselina z rozkladné nadoby, ktera byla vné
insertu, zahu$téna na odparce do sirupovité konzistence (1) a pfevedena do 5 ml tlumivého
roztoku (2.2.7) a obsah lysinu byl analyzovan. I pfes to, Ze takto ziskany vzorek byl 10 x
koncentrovanéjsi nez bézn¢ zpracovavané vzorky, obsah lysinu byl u vSech analyz pod mezi
detekce. Pro optimalizaci podminek rozkladu byla vybrana kompletni krmnd smés
pro predvykrm prasat do 35 kg zivé hmotnosti, patfici mezi nejCastéjsi zakazky. Byla
provétovana zavislost vytézku na nastavené teploté a délce mineralizace (tab. 2, 3, obr. 1, 2).
Teplota v rozkladnych nadobach se béhem mineralizace méfi na principu sniméni intenzity
tepelného zareni vyddvaného vzorkem a snimaného infracervenym teplotnim senzorem.
Redlna teplota v nddobach je velmi zavisla na typu a sloZeni vzorku, homogenité¢ a jeho
mnozstvi, protoze pfi mikrovinném rozkladu dochéazi k rizné intenzivni exotermni reakci.

Kwvtli riznorodym matricim vzorki krmiv byla proto mikrovinné pec pouzivana pro paralelni
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stanoveni vzdy jen jednoho vzorku, tedy na dvé pozice. I piesto zlistdva mikrovinny rozklad
vyznamnym pomocnikem v propustnosti vzorkll laboratofi, zejména pii potieb& rychlé
ptipravy malého mnozstvi vzorkl a pokud je k dispozici dostate¢ny pocet nadob, které mohou
byt ptipraveny predem. Pii vétSich varkach vzorkii se uspora Casu snizuje. Po ukonceni
rozkladného programu je mozné nadoby okamzité z pece odstranit a pokracovat rozkladem
dalsiho ptipraveného paru vzorkli. Horké nadoby je mozno chladit volné na vzduchu nebo
ponotfené ve vode¢. Takto nddoby zchladnou rychleji, a protoze v nddobéch je staly pretlak par
HCI i po ochlazeni, nehrozi nafedéni vzorku pii soucasné kontrole té€snosti nadoby.
Hydrolyzaty byly analyzovdny na analyzatoru aminokyselin AAA 400 firmy Ingos s.r.o.

s postkolonovou derivatizaci.

2.1 Pristroje a zarizeni

2.1.1 Mineraliza¢ni mikrovinné zatizeni MWS-3 Berghof
2.1.2  Automaticky analyzator aminokyselin AAA 400 Ingos
2.1.3 Rotaéni vakuova odparka Biichi

2.1.4 Ultrazvukova lazen K12

2.1.5 Tiepacka na zkumavky IKA

2.2 Chemikalie

2.2.1 Kyselina chlorovodikova p.a., koncentrovana
2.2.2 Kyselina chlorovodikova, ¢ = 6 mol/l

2.2.3 Argon nebo jiny inertni plyn

2.2.4 Thiodiglykol, koncentrovany

2.2.5 Kyselina citronova p.a.

2.2.6 NaClp.a.

2.2.7 Citronanovy rozpoustéci tlumivy roztok, pH = 2,2

2.2.8 Azid sodny p.a.

2.2.9 Demineralizovana voda < 10 puS
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2.3 Pracovni postup

2.3.1 Hydrolyza

Navazka homogenizovaného vzorku (sito 0,5 mm) se kvantitativné prevede do zkumavky
z kitemenného skla a postupné za obcCasného protiepani se piidaji 3 ml kyseliny
chlorovodikové (2.2.2). Suspense se zbavi rozpuSténého vzduchu stfidavym piepinanim
vakua a inertniho plynu. Do kazdé rozkladné nadoby se ptedlozi 18 ml kyseliny
chlorovodikové (2.2.2) a vlozi kfemenna zkumavka se suspenzi vzorku. Smés v rozkladné
nadob¢é se prevrstvi argonem a nadoba uzavie. Hydrolyza probihd podle programu
znazornéném v tabulce 1. Po ukonceni hydrolyzy se k obsahu kiemenné zkumavky ptida
cca 10 ml tlumivého roztoku (2.2.7) a rozkladny produkt se promichd plsobenim
ultrazvukové 1azné. Poté se suspenze doplni do definovaného objemu a po prefiltrovani je

okamzit¢ piipravena k chromatografickému stanoveni.

2.4 Diskuse a vysledky
Nejdtive byl vyzkouSen rozklad za podminek co nejpodobnéjsich hydrolyze dle JPP ¢l. 2.17

véetné¢ odpafovani. Bez optimalizace metody byla vytéznost lysinu 90 %. S nutnosti
odpafovani by metoda nepfinesla vyznamnou usporu ¢asu, a proto nebyla dale rozvijena.
Zajimava metoda hydrolyzy v plynné fazi, ktera byla dale odzkouSena, nevykazovala
uspokojivé vysledky, protoze je omezena technologickymi moznostmi stavajiciho
rozkladného zafizeni a neumoziiuje dostatecné rozptyleni vzorku v pardch HCI, nutné
pro dokonalou hydrolyzu. Byl zvolen zpusob s pfidavkem malého mnozstvi HCl ptimo
ke vzorku a s dalsi HCI uvnitt rozkladné¢ nadoby, ale vn¢ kiemenné zkumavky — insertu.
Po optimalizaci teploty a délky mineralizace (tab. 2, 3, obr. 1, 2) byly jako nejvhodnéjsi
zvoleny hodnoty, které jsou uvedeny v tabulce 1. Pro ovéfeni navrhované metodiky bylo
vybrano 10 béznych vzorkli krmnych smési a premixi. Kazdy vzorek byl hydrolyzovan 3 x
standardnim zptsobem a 3 x mikrovlnnym rozkladem, analyzovan a vyhodnocen programem
pouzivanym pro navazani pracovnikil (tab. 4) suspokojivym vysledkem. Pro statistické
srovnani obou metod pfipravy vzorkd pro stanoveni aminokyselin byl nasledné pouzit t-test,
kde toos, kit = 2,776. V tabulce €. 5 jsou uvedeny primérné obsahy lysinu spolu
se smérodatnymi odchylkami. Z vypocitanych ty s je zfejmé, Ze pouze u vzorku ¢. 1668 jsou
vysledky statisticky rozdilné. U ostatnich vzorkll jsou vysledky ziskané obéma metodami

statisticky shodné. Nasledné¢ bylo shromazdéno 50 paralelnich méfeni vzorkd,
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hydrolyzovanych mikrovinnym ohfevem,

z kterych

vypoctena opakovatelnost a nejistota (tab. 6 a tab. 7).

Tabulka 1. Teplotni program

byla programem EffiValidation

Parametr 1. krok 2. krok 3. krok 4. krok
aplikace
Teplota 110 °C 150 °C 160 °C 100 °C
Cas nab&hu . . . )
1 min 3 min 1 min 1 min
teploty
Cas 4 min 0 min 30 min 0 min
Tabulka 2. Optimalizace teploty a mineralizace
Max. teplota (°C) Cas (min.) LYS (g/kg)

110 40 10,31

145 40 11,83

150 40 12,2

160 40 12,44

170 40 12,15

180 40 12,24

190 40 12,05
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Obr. 1. Optimalizace teploty mineralizace

2%

10 1

LYS (g/kg)

Optimalizace teploty mineralizace (40 minut) - stabilita 1051

160

HILYS (a/ka)
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12.2
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Teplota mineralizace (°C)

Tabulka 3. Optimalizace doby mineralizace

Max. teplota (°C) Cas (min.) LYS (g/kg)
160 15 10,6
160 20 11,83
160 30 12,22
160 40 12,44
160 50 12,28
160 60 12,14
160 90 12,25
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Obr. 2. Optimalizace doby mineralizace

Optimalizace doby mineralizace (160°C) - stabilita 1051
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Tabulka 4. Vyhodnoceni programem pro navazani pracovniku

|Hydrolyza mikrovinnym rozkladem

| [Priprava dle pt. & 9 vyhladky & 222/96 &1. 2.17

C. vzorku | Hodnoty | Primér Interval C. vzorku| Hodnoty | Primér Interval
1768-4] 45,86 1768-1] 45,25
1768-5]  43.35] 45,007|"+/- 3,263 1768-2|  45,62| 45,363|"+/- 0,520
1768-6| 45,81 1768-3] 45,22
41,744\ 45,007 48,270 44,843 | 45,363 45,883
OK OK
C. vzorku| Hodnoty | Primér Interval C. vzorku| Hodnoty | Primér Interval
1008-1 9,75 1008-5 9,63
1008-3 10,36] 10,177|"+/- 0,871 1008-6 10,49] 10,100|"+/- 1,118
1008-4] 10,42 1008-7 10,18
9,306 10,177 11,048 8,982 10,100 11,218
OK OK
C. vzorku | Hodnoty | Primér Interval C. vzorku| Hodnoty | Primér Interval
1055-1 9,72 1055-5 10,16
1055-2 9,71  9,787|"+/- 0,286 1055-6 9,69  9,990|"+/- 0,611
1055-4 9,93 1055-7| 10,12
9,501 9,787 10,073 9,379 9,990 10,601
OK OK
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Hydrolyza mikrovinnym rozkladem

| [Ptiprava dle p. & 9 vyhlagky & 222/96 &. 2.17

C. vzorku | Hodnoty | Primér Interval C. vzorku | Hodnoty | Primér Interval
1439-1 13,82 1439-5 15,49
1439-2 13,61 13,907|"+/- 0,884 1439-6 14,01 14,677|"+/- 1,924
1439-3 14,29 1439-7 14,53
13,023| 13,907 14,791 12,753 | 14,677 16,601
OK OK
C. vzorku| Hodnoty | Primér Interval C. vzorku| Hodnoty | Primér Interval
1440-1 9,37 1440-5 10,31
1440-2 9,55|  9,543|"+/- 0,442 1440-6 9,73| 10,250|"+/- 1,274
1440-3 9,71 1440-7 10,71
9,101| 9,543 9,985 8,976 | 10,250 11,524
OK OK
C. vzorku | Hodnoty | Primér Interval C. vzorku | Hodnoty | Primér Interval
1570-2 9,23 1570-5 9,66
1570-3 9,18 9,200|"+/- 0,065 1570-6]  10,59] 9,913|"+/- 1,430
1570-4 9,19 1570-7 9,49
9,135 9,200 9,265 8.483 9,913 11,343
OK OK
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Hydrolyza mikrovinnym rozkladem I |Pf‘iprava dle pr. €. 9 vyhlasky €. 222/96 ¢€l. 2.17 I

C. vzorku | Hodnoty | Primér Interval C. vzorku | Hodnoty | Primér Interval
1597-7 30,61 1597-1 32,22
1597-18]  32,79| 31,750|"+/- 2,834 1597-2| 31,88 32,137|"+/- 0,559
1597-29| 31,85 1597-3] 32,31
28,916| 31,750 34,584 31,578 | 32,137 32,696
OK OK
C. vzorku| Hodnoty | Primér Interval C. vzorku | Hodnoty | Pramér Interval
1589-7| 58,67 1589-1 63,18
1589-18]  62,28| 60,040|"+/- 4,693 1589-2]  60,96] 62,673|"+/- 3,796
1589-9] 59,17 1589-3] 63,88
55,347 60,040 64,733 58,877 | 62,673 66,469
OK OK
C. vzorku | Hodnoty | Primér Interval C. vzorku | Hodnoty | Primér Interval
1668-1 8,41 1668-4 8,79
1668-2 8,6 8,523|"+/- 0,247 1668-5 9,23]  9,023|"+/- 0,572
1668-3 8,56 1668-6 9,05
8,276| 8,523 8,770 8,451 9,023 9,595
OK OK
C. vzorku | Hodnoty | Primér Interval C. vzorku| Hodnoty | Primér Interval
1667-8 6,33 1667-4 6,78
1667-13 6,27 6,557|"+/- 1,040 1667-5 6,53] 6,643|"+/- 0,325
1667-14 7,07 1667-6 6,62
5,517 6,557 7,597 6,318 6,643 6,968
OK OK
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Tabulka 5. Vyhodnoceni programem t-test

Hydrolyza mikrovinnym Hydrolyza dle p¥. €. 9 vyhlasky
Cislo rozkladem ¢.222/96 ¢l 2.17
vzorku LYS (g/kg) LYS (g/kg) to,05
Hodnoty | Primér sd Hodnoty | Primér sd

45,86 45,25

1768 43,35 45,01 1,43 45,62 45,36 0,22 0,347
45,81 45,22
9.75 9,63

1008 10,36 10,18 0,37 10,49 10,10 0,44 0,190
10,42 10,18
9,72 10,16

1055 9,71 9,79 0,12 9,69 9,99 0,26 0,996
9,93 10,12
13,82 15,49

1439 13,61 13,91 0,34 14,01 14,68 0,75 1,313
14,29 14,53
9,37 10,31

1440 9,55 9,54 0,17 9,73 10,25 0,49 1,917
9,71 10,71
9,23 9,66

1570 9,18 9,20 0,03 10,59 9,90 0,58 1,728
9,19 9,49
30,61 32,22

1597 32,79 31,75 1,09 31,88 32,14 0,23 0,490
31,85 32,31
58,67 63,18

1589 62,28 60,04 1,96 60,96 62,67 1,52 1,502
59,17 63,88
8,41 8,79

1668 8,60 8,52 0,10 9,23 9,02 0,22 2,912
8,56 9,05
6,33 6,78

1667 6,27 6,56 0,45 6,53 6,64 0,13 0,265
7,07 6,62
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Tabulka 6. Opakovatelnost

ANALYTICKA METODA: - krmiva - Stanoveni lysinu MW hydrolyza - LC - 1
VALIDACE: Pina validace

PARAMETR: Opakovatelnost: z paralelnich méreni

VALIDOVANA VLASTNOST: List 1

VYHODNOCEN;:
Prumér méfeni Opakovatelnost  Rel. Opakovatelnost n
11,82441 0,22389 1,89341 51

Zavér: Opakovatelnost analytické metody je 0,22389 jednotek, tj. 1,89 %.

Tabulka 7. Nejistoty

ANALYTICKA METODA: - krmiva - Stanoveni lysinu MW hydrolyza - LC - 1

EffiChem
your validation _.\'4:_1'1{\*417(_‘

VALIDACE: Nejistoty

PARAMETR: Nejistoty: z pfesnosti - paralelni méfeni k dispozici

VALIDOVANA VLASTNOST: List 1

VYHODNOGENI:

Charakteristika Hodnota
Vypoctena hodnota 11,82441
St. nejistota 0,22389

Rel. st. nejistota (%) 1,89341

Faktor pokryti 2

Rozsifena st. nejistota 0,44777
Rel. rozsifena nejistota 3.78683

Zavér: Rozéifena st. nejistota je 0,44777. Relativni roziifena nejistota je 3,79 %.
3 Zavér

Uvedené vysledky dokladaji vhodnost této metody pro stanoveni lysinu v krmnych smésich.
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Stanoveni vybranych prvku v rostlinach metodou ICP-MS

po mikrovinném rozkladu

Eva Urbankova, Eva Niedobova
Ustfedni kontrolni a zkusebni tstav zemédelsky, NRL-RO Brno, Hroznova 2, 656 06 Brno
eva.urbankova@ukzuz.cz, eva.niedobova@ukzuz.cz

1 Souhrn

Certifikované referencni materidly (CRM) byly mineralizovany v uzavieném systému
s mikrovinnym ohfevem. Takto pfipravené vzorky byly méfeny na ICP-MS spektrometru.
Ve vzorcich byly stanoveny obsahy berylia, boru, hliniku, vanadu, chromu, manganu, Zeleza,

kobaltu, niklu, médi, zinku, arsenu, selenu, molybdenu, kadmia a olova.

2 Uvod

Pro rozklad rostlin se pouzivd mnoho mineralizacnich metod. Pouzivaji se metody rozkladu
na suché i mokré cest¢ (1 — 4). Mineralizace na suché cesté s sebou nese riziko ztraty
nékterych prvkl z rostlinného materialu. Klasické mineralizace na suché a mokré cesté jsou
pomérné zdlouhavé a v pribéhu rozkladu nelze ziskat informace o zménach jednotlivych
vzorkd. Z tohoto hlediska ma velkou vyhodu mikrovinny rozklad, a to jak pro Usporu
chemikalii, tak pro usporu ¢asu (5, 6). Rozklad vzorku v mikrovinném zatizeni trvé asi pul
hodiny podle druhu vzorku a podle zvoleného teplotniho programu. Vzorek pied vlastnim
rozkladem nevyzaduje dlouhou piipravu. Cas piipravy vzorku pro mikrovinny rozklad
je mnohem kratSi nez Cas, ktery je tfeba k pfipravé mineralizace vzorku klasickou cestou.
Nevyhodou tohoto rozkladu je limitované mnozstvi vzorku, které lze mineralizovat.
Pro mikrovinny rozklad je nezbytné, aby byl vzorek dostate¢n¢ homogenni. Vétsina zatizeni
pro mikrovinny rozklad dovoluje pouzit mnozstvi vzorku do (0,5 — 1) g, coZ je postacujici
pro stanoveni prvkl, které se vdaném materidlu vyskytuji ve vétSich koncentracich.

Pro stanoveni prvkl v takto zmineralizovaném materidlu je pak nutno pouzit takova zatizeni,
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ktera umoznuji stanovit velmi malé koncentrace prvki. Tato stanoveni 1ze tedy provadét napt.
na atomovém absorpnim spektrometru s grafitovou kyvetou (ETA-AAS), nebo
na hmotnostnim spektrometru s indukéné vazanym plazmatem (ICP-MS). Pro mikrovinny
rozklad bylo pouzito mikrovinné zatizeni MWS-3 speedwave s osmimistnym rotorem. Uvnitf
pristroje je vestavén infracerveny teplotni senzor, ktery umoziuje piesné a rychlé sledovani
teplot uvniti rozkladnych nadob. Méfeni teploty je zalozeno na principu snimdni intenzity
tepelného zareni vyddvaného vzorkem v zkém spektrdlnim rozmezi, kde je dostatecnd
propustnost sténou nadoby. Pii Sirokospektralnim sledovani je toto zafeni odfiltrovano
sténami nadoby, a proto jej neni mozné dale méfit. Tento zplisob je vyznamny tim, ze dochézi
k zamezeni kontaminace, protoze pii méteni teploty nedochéazi ke styku s okolim a teplota je
sniméana ptes stény rozkladnych nadob. Zaznamenavané hodnoty jsou ptfivadény do fidici
jednotky, kterd zpétn€ reguluje vykon mikrovinné pece. Obsah jednotlivych prvka byl méten
na ICP-MS spektrometru Agilent 7500ce s kolizni/reakéni celou (7). ICP-MS spektrometr ma
dostateCnou citlivost pro méfeni nizkych koncentraci prvkii v mineralizatech rostlin
pfipravenych mikrovinnym rozkladem. lonty vzniklé v plazmatu se analyzuji na zakladé
poméru hmotnosti a naboje iontu (M/z). Zaroven je spektrometr vybaven kolizni/reakéni
celou, ktera umoziiuje efektivni odstranéni polyatomickych interferenci (napt. ArCl’, ArAr,
ArO", ArC" atd.), které znemoziuji stanoveni prvkia (As, Se, Fe, Cr atd.). Odstrafiovani
uvedenych interferenti probiha bud’ v reakénim moédu s pouzitim vodiku jako reakéniho
plynu (vhodné zejména pro ArAr’ pii stanoveni Se na izotopu 80 nebo ArO" pii stanoveni Fe
na izotopu 56) a nebo v koliznim médu s pouzitim helia (odstranéni ArC1™ pfi stanoveni As na
izotopu 75 nebo ArC" pii stanoveni Cr na izotopu 52). Velky dynamicky rozsah pfistroje
(vice nez 9 tadl) umoziiuje stanoveni analytd ve velkém koncentracnim rozsahu bez nutnosti
fedéni mineralizatu.

Pro ovéteni mineralizace pro stanoveni Be, B, Al, V, Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, As, Se, Mo,
Cd, Pb byly pouzity certifikované referencni materidly GBWO07602, GBWO07603
a GBW07604.
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3  Experimentalni ¢ast

3.1 Chemikalie

3.1.1 Kyselina dusi¢na, HNO; koncentrovand, p.a. (Lachema Neratovice) predestilovana
na podvarovém destila¢nim zatizeni

3.1.2  Peroxid vodiku H>O,, 30%, Suprapur (Merck)

3.1.3 Demineralizovana voda

3.1.4 Certifikované standardni roztoky Be, B, Al, V, Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, As, Se,
Mo, Cd, Pb, Sc, Ge, In, Bi, Te o koncentraci 1 g/l (Analytika, Ceska republika)

3.2 Zarizeni

3.2.1 Mikrovinné zatizeni MWS — 3 speedwave (Berghof, Eningen, Germany)
3.2.2 Podvarové¢ destilacni zatizeni BSB-939-IR (Berghof, Eningen, Germany)
3.2.3 ICP-MS spektrometr Agilent 7500ce (Agilent, Japan)

3.2.4 Zafizeni na pfipravu ultracisté vody MilliQ (Milipore, Francie)

3.3 Mineralizace

Do teflonovych nadobek se navazi 0,25 g vzorku a zalije se 6 ml kyseliny dusi¢né (3.1.1)
a 2 ml peroxidu vodiku (3.1.2). Po 20 min se nddobky uzaviou a vlozi se do mikrovlnného
zatizeni. Mineralizace probiha nasledovné: za postupného nardstu teplot jsou vzorky
mineralizovany 4 min pii 150 °C, 5 min pii 190 °C a poté je teplota postupné sniZzovana.
Po vychladnuti se mineralizaty pieliji do 25 ml odmérné baiiky a po vytemperovani se doplni

po znacku demineralizovanou vodou. Poté se pieliji do PE lahvicek.

3.4 Méreni

Vzorky ziskané mineralizaci byly méfeny na ICP-MS spektrometru v heliovém modu.
Kalibracni roztoky a roztok wvnitinich porovnavacich prvkt byly pfipraveny postupnym
fedénim ze zékladnich certifikovanych roztoka (3.1.4) v rozsahu (0 — 1000) pg/l a pro Al a Fe
vrozsahu (0 — 50000) pg/l, pro vnitini porovnavaci prvky o koncentraci 1000 pg/l.

V tabulce 1 jsou uvedeny izotopy pouzité pti méteni na ICP-MS spektrometru.
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Tabulka 1: Méfené izotopy

Analyt Izotop Vnitini porovnavaci prvek
Berylium 9 Be 72 Ge
Bor I11B 45 Sc
Hlinik 27 Al 45 Sc
Vanad 51V 115 In
Chrom 52 Cr 115 In
Mangan 55 Mn 72 Ge
Zelezo 57 Fe 72 Ge
Kobalt 59 Co 115 In
Nikl 60 Ni 115 In
Med 65 Cu 115 In
Zinek 66 Zn 72 Ge
Arsen 75 As 125 Te
Selen 78 Se 125 Te
Molybden 95 Mo 72 Ge
Kadmium 111 Cd 115 In
Olovo 208 Pb 209 Bi
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Tabulka 2: Pracovni podminky ICP-MS spektrometru

Parametr Ladéni Heliovy mod
RF power ne 1500 W
Sampl. Depth ano 7 mm
Carrier Gas ano 0,8 I/min
Makeup Gas ano 0,2 1/min
Nebulizer pump ne 0,1 rps
S/C Temp ne 2°C
Extract 1 ano I1VazsV
Extract 2 ano -150 Vaz-120V
Omega Bias-ce Ano -18V
Omega Lens-ce ano 2V
Cell Entrance ne -22V
Plyn (H,, He) ano 5,5 ml/min
QP Focus ne -10V
Cell Exit ne - 46V
OctP RF ne 160 V
OctP Bias Ne -19V
QP Bias Ne —-15V

4 Vysledky a diskuse
Vzorky CRM GBWO07602, GBW07603 a GBW07604 byly mineralizovany v uzavieném
systému s mikrovinnym ohfevem ve tfech paralelnich stanovenich. Vysledky jsou uvedeny

v tabulkach 3, 4, 5.
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Tabulka 3: Tlakova mineralizace CRM GBW 07602 v uzavieném systému (mg/kg)

Prvek Certifikovano Presnost Nameéreno Nejistota
Pb 7,1 0,7 7,1 0,5
Fe 1020 40 1028 51
As 0,95 0,08 0,97 0,11
Se 0,184 0,011 0,185 0,017
Mo 0,26 0,03 0,26 0,03
Ni 1,7 0,3 1,5 0,2
Cu 52 0,3 53 0,3

Mn 58 3 58 3
Co 0,39 0,03 0,37 0,02
\Y 2,4 0,2 23 0,2
Cr 2,3 0,2 2,1 0,2
B 34 5 35 3
Be 0,056 0,011 0,048 0,013
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Tabulka 4: Tlakova mineralizace CRM GBW 07603 v uzavieném systému (mg/kg)

Prvek Certifikovano Presnost Naméreno Nejistota
Pb 47 2 50 4
Fe 1070 40 1072 54
As 1,25 0,10 1,35 0,16
Zn 55 2 53 4
Se 0,12 0,02 0,13 0,01
Mo 0,28 0,03 0,28 0,03
Ni 1,7 0,2 1,8 0,3
Cu 6,6 0,4 6,9 0,3
Mn 61 3 64 3
Co 0,41 0,03 0,39 0,02
\Y 2.4 0,2 2,1 0,2

B 38 4 39 3
Be 0,051 0,003 0,048 0,013
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Tabulka 5: Tlakova mineralizace CRM GBW 07604 v uzavieném systému (mg/kg)

Prvek Certifikovano Piesnost Naméieno Nejistota
Cd 0,32 0,05 0,37 0,03
Pb 1,5 0,2 1,7 0,1
Fe 274 10 279 14
As 0,37 0,06 0,37 0,04
Zn 37 1 36 3
Se 0,14 0,01 0,14 0,01
Mo 0,18 0,01 0,17 0,02
Ni 1,9 0,2 1,6 0,2
Cu 9,3 0,5 8,7 0,4
Mn 45 2 48 2
Co 0,42 0,02 0,43 0,02
Cr 0,55 0,05 0,50 0,05
B 53 4 56 4
Be 0,021 0,004 0,023 0,006

Vysledky byly zpracovany v programu EffiValidation verze 3.0 (8) a vSechny byly
vyhodnoceny jako shodné. Pouze u hliniku byla vytéznost viici certifikované hodnoté kolem
50 % u vSech tii rostlinnych certifikovanych materiadld. Proto byly analyzovany vzorky
rostlinného materidlu, které byly pouzity v MPZ UKZUZ, a to vzorek 9031 (rok 1999,
2. perioda) a vzorek 9055 (rok 2004, 2. perioda). Vysledky jsou uvedeny v tabulkach ¢. 6 a 7.
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Tabulka 6: Tlakova mineralizace vzorku 9031 v uzavieném systému (mg/kg)

MPZ UKZUZ Smérodatna
Prvek Aritmeticky Naméreno Nejistota
. odchylka
primér
Al 138 30 149 7

Tabulka 7: Tlakova mineralizace vzorku 9055 v uzavireném systému (mg/kg)

MPZ UKZUZ Smérodatna
Prvek Aritmeticky Naméreno Nejistota
o v odchylka
prumér
Al 133 34 129 7

Podle vysledkt analyzy vzorki MPZ UKZUZ je patmé, Ze vysledky jsou s vysledky
naméfenymi ICP-MS shodné. Z toho divodu se da usuzovat, Ze CRM materialy obsahuji
vysSi podil kiemiku a ¢ast hliniku se vaze s kiemikem na nerozpustné hlinitokfemicitany,
které se ICP-MS nestanovi, coz by dokazovala pfitomnost jemného zdkalu mineralizata.

Z analyz slepych pokust byly vypocitiny meze detekce (MD) a meze stanoveni (MS)
pro jednotlivé prvky a dale z paralelnich stanoveni byly vypocitany hodnoty vnitrolaboratorni
opakovatelnosti (VO) a rozsifené kombinované nejistoty (N), v§e v programu EffiValidation

3.0 (viz. tabulka 8).
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Tabulka 8: Meze detekce, stanoveni, vnitorlaboratorni opakovatelnost a nejistoty

stanoveni
Prvek MD (mg/kg) MS (mg/kg) VO (%) N (%)
Cd 0,002 0,008 4 7
Pb 0,08 0,3 4 7
Fe 2 6 3 5
As 0,02 0,05 6 12
Zn 0,6 2 4 7
Se 0,03 0,05 4 9
Mo 0,03 0,1 5 10
Ni 0,1 0,4 8 15
Cu 0,07 0,2 3 5
Mn 0,07 0,2 3 5
Co 0,005 0,02 3 5
Cr 0,07 0,2 5 10
B 1 5 4 7
Be 0,006 0,02 14 28
Al 2 7 3 6
\Y 0,02 0,07 5 9
5  Zavér

Mikrovinny rozklad ve spojeni s ICP-MS technikou je vhodnou metodou pro stanoveni
vybranych prvka v rostlindch a to zejména z divodu pouziti mensi navazky vzorku rostlin,
rozkladu v uzavieném systému, kde je mensi riziko kontaminaci vzorku, zvlasté tézkymi
kovy. ICP-MS metoda ma dostateCnou citlivost pro stanoveni vySe zminénych prvka
v rostlindich s velice dobrymi parametry stanoveni jako jsou meze detekce a nejistota

stanoveni. Cely postup byl validovan a akreditovan vroce 2008 s flexibilitou typu 2
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a podrobné postupy piipravy vzorku a méteni jsou uvedeny v SOP 38. Prezentovana metodika
nahradila stdvajici metodiku pro stanoveni mikroprvki a to spalovani v muflové peci
s naslednym métenim na ICP-OES, kde métené obsahy prvkil byly ¢asto na urovni meze
detekce a dale pfi rozkladu bylo zapotiebi vétstho mnozstvi vzorku, coz znemoznovalo
vicenasobné opakovani rozkladu. Stejné tak byla zcela nahrazena metoda generovani hydridia

pfi stanoveni arsenu, které je také provadéno metodou ICP-MS spolu s ostatnimi prvky.
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Zavedeni multirezidualni metody stanoveni pesticidu

metodou GC-MS/MS

Pavla Tieffova, Petra Kosubova
Ustiedni kontrolni a zku$ebni astav zemedeélsky, NRL-RO Brno, Hroznova 2, 656 06 Brno
pavla.tieffova@ukzuz.cz, petra.kosubova@ukzuz.cz

1 Souhrn

Na zaklad¢ pripravované EN 15662:2007 byla vypracovana metoda multirezidualniho
stanoveni pesticidl po extrakci vzorku do acetonitrilu (tzv. QUEChERS metoda) s koncovym
stanovenim GC-MS a LC-MS. Postup byl validovan a akreditovan jako flexibilni zkouska (1)
s moznosti postupného rozsifovani poctu analyti. Nasledné byla flexibilita zkouSky rozsitena,
a tak Ize do metody zahrnovat nutné zmény, souvisejici s aplikaci postupu na nové matrice

vzorku.

2 Uvod

Pro zajisténi kvality a kontroly nezavadnosti krmiv a surovin pro jejich vyrobu je nutné
sledovat 1 rezidua pesticidii v riznych matricich. Pro zachyceni nizkych koncentraci Siroké
Skaly latek rozdilnych chemickych vlastnosti ve vzorku lze pouzit rtizné multirezidudlni
metody (MRM). Vyvoj a piehled MRM pro rezidua pesticidii byl jiz zpracovan ve VU
K12/2006 (2).

QuEChERS metoda je ur¢ena pro stanoveni rezidui U¢innych latek pesticidnich ptipravki
v ovoci, zelening, obilovinach a krmnych smési s riznym obsahem vody i tuku ve vzorku.
Obsah pesticidl se stanovi hmotnostni spektrometrii (MS) ve spojeni s plynovou (GC) nebo
kapalinovou chromatografii (LC).

Metoda vychazi z navrhu evropské normy prEN 15662 pro multirezidualni metodu stanoveni
pesticidi QUEChERS metodou (3) a spliluje pozadavky na zajisténi kvality prace pii analyze
rezidui podle dokumentu SANCO/2007/3131 (4).

Metoda byla ovéfena pro 46 pesticidnich latek v obilné krmné smési a byla testovana

na dalSich komplexnich matricich.
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3  Material a metody
3.1 Princip metody

Homogenni vzorek obohaceny vnitinim standardem se v suchém nebo zmrzlém stavu
extrahuje acetonitrilem. K matrici s nizkym obsahem vody (< 80 %) se pfida voda tak, aby
vysledny pomér vody a acetonitrilu ve vzorku byl piiblizné (1 : 1). Smés se intenzivné
protiepe, pfida se pevna pufrovaci smés (siran hotecnaty, chlorid sodny, sodné soli kyseliny
citronové) a upravi se pH vzorku na hodnotu 5 az 5,5. Smés se opét intenzivné tiepe
a organickd faze se rozsadi odstfedénim pii minimalni rychlosti 3000 ot/min. Velky pfebytek
tuku se odstrani vymrazenim extraktu. Aliquotni podil acetonitrilové faze s ptidavkem
vnitiniho standardu se vycisti protfepanim se sorbenty (dispersni D-SPE) a dal$im podilem
bezvodého siranu hotfecnatého pro odstranéni vlhkosti. Jako zdkladni sorbent pro D-SPE
se pouzije PSA (primarni/sekundarni amin), pro docisténi extraktu z problematickych matric
se pouzije sorbent s aktivnim uhlim (GCB) a sorbent na bazi silikagelu modifikovaného
fetézci C18 (ODS). Stabilita pesticidii citlivych na bazické prostiedi se zvysi okyselenim
extraktu malym pifidavkem kyseliny mravenci. Extrakt je po pfevedeni do vialky auto-
sampleru pfipraven k nastfiku do plynového nebo kapalinového chromatografu k hmotnostné
selektivnimu stanoveni pesticidd.

Nékteré analyty mohou pii €isténi interagovat se sorbenty. Proto se z odstfedéného surového
extraktu odebere 1ml podil do AS vialky pro pfimé stanoveni pesticidli metodou LC-MS/MS
bez dalsiho cisténi.

Kvantifikace obsahu stanovovanych latek se provede metodou vnitiniho standardu (TCP)
pomoci kalibracnich piimek matricovych standardii nebo metodou standardniho ptidavku

ke vzorku.

3.2 Chemikalie a laboratorni pomiicky

Vsechny pouzité chemikalie jsou ¢istoty minimaln¢ p.a., nejlépe vsak kvality pro rezidualni
analyzu. Rozpoustédla museji byt vhodna pro HPLC analyzu. Dostacujici Cistota chemikalii,

sorbentil a rozpoustédel se ovéruje prométenim slepého vzorku.
Rozpoustédla: Voda, acetonitril, metanol.

Chemikalie: Kyselina mravenci, hydroxid sodny, chlorid sodny, sodné soli kyseliny

citronové.
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Sorbenty: Siran hote¢naty bezvody, Bondesil-PSA (sorbent typu priméarni sekundarni amin),
Supelclean Envi-Carb (GCB, Graphitized Carbon Black sorbent).
Laboratorni vybaveni: Laboratorni sklo, vialky, automatické pipety, davkovac,

homogenizator, laboratorni vahy, centrifuga, ultrazvukova lazen, susarna skla, muflova pec.

3.3 Standardy

3.3.1 Vnitini standardy (ISTD)
Tris-(1,3-dichloroisopropyl)fosfat (TCP), antracen, PCB 185

3.3.2 Standardy pesticidi

Azoxystrobin, bifenthrin, carbaryl, cyproconazol, chlorotalonil, chlorpropham, cypermethrin,
chlorpyrifos, chlorpyrifos-metyl, deltamethrin, diazinon, dichlofluanid, difenoconazol,
dichlorvos, endosulfan, endosulfan-sulfat, epoxyconazol, fenhexamid, fenpropimorph,
fenvalerat, fluquinconazol, iprodion, kresoxim-metyl, A-cyhalothrin, lindan, malaoxon,
malathion, metconazol, methacrifos, myclobutanil, parathion, permethrin, penconazol,
phosalon, pirimicarb, pirimifos-metyl, procymidon, propiconazol, spiroxamin, tebuconazol,

tolylfluanid, triadimefon, triadimenol, triazofos, trifloxystrobin, vinclozolin.

3.4 Meérici pristroje

Plynovy chromatograf s hmotnostné spektrometrickym detektorem, GC/MS/MS:
CP 3800 GC/MS 1200 [Varian]

Kapilarni kolona DB XLB 30 m x 0,25 mm x 0,25 um [J&W Scientific]

4  Vysledky a diskuse

4.1 Optimalizace GC-MS podminek

Z velkého mnozstvi pesticidnich latek byly pro validaci postupu vybirdny prednostné analyty
doporucené¢ ke sledovani v ramci monitoringovych programi (5),(6) a pozadované
v kruhovych testech, porfddanych referencnimi laboratofemi EU pro stanoveni pesticida

(CRLs) (7).
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GC-MS podminky byly optimalizovany tak, aby jednotlivé analyty byly spolehlivé
identifikovany a kvantifikovany a byla splnéna nutna konfirmaéni kritéria (4). Pro potvrzeni
piitomnosti stanovovaného analyty ve vzorku byly sledovany nasledujici parametry:

- reten¢ni ¢as (RT) analytu a jeho relativni ¢as (RRT) vztazeny na vnitini standard TCP,

- pomér sledovanych hmotnostnich fragmentti v MS spektru,

- charakteristicky pomér a zastoupeni stereoizomert analyti.

Vseobecnym pozadavkem je sledovat 3 m/z fragmenty v rezimu méteni vybranych iontl
(SIM) nebo 2 piechody v rezimu tandemové hmotnostni spektrometrie (MS/MS).

Parametry pro identifikaci jednotlivych analyt se ziskaji proméfenim roztokti analytickych
standardt, idealn¢ v pritomnosti extraktu matrice (matricovy standard). Pro potvrzeni identity
je vhodné provést konfirmacni stanoveni za jinych chromatografickych separacnich
podminek, vyhodnoceni vice pfechodi nebo sledovat pfitomnost dal§iho m/z fragmentu.

Identifikacni parametry sledovanych latek a jejich izomert jsou uvedeny v tabulce 1.

4.2 Validace metody pro obilné matrice

Pro ptipravu obilnych vzorkli ke GC-MS analyze byl dostacujici zdkladni Cistici postup,
tj. vymrazeni a D-SPE s PSA sorbentem. Pro 42 analyti byla vytéZznost postupu
na koncentra¢ni hladiné 0,20 mg/kg v povoleném rozsahu (70 — 120) % s opakovatelnosti
mensi nez 20 % (obrazek 1.). Postup je vhodny 1 pro fenhexamid, ktery vykazoval nizsi
vytéznost 55 %, ale s velice dobrou opakovatelnosti 5 %. NejvyS$i nejistotu stanoveni
vykazoval carbaryl, dichlorvos a triadimenol. Pfi ovéfeni metody na niz$i hlading (0,01 —
0,02) mg/kg doslo k vyrazného zhorSeni nejistoty stanoveni u fenvaleratu, malaoxonu
a tebuconazolu.

Dalsi testované latky chlorotalonil, dichlofluanid a tolylfluanid vykazovaly nizkou vytéznost

a malou citlivost stanoveni, a proto byly pfevedeny na stanoveni pomoci LC-MS/MS.
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Tabulka 1. Identifika¢ni parametry sledovanych pesticidnich litek

Analyt RT-DB XLB (min) RRT-DB XLB SIM MS/MS
TCP (ISTD) 14,55 1,000 381,191,321 381—159
Dichlorvos 6,03 0,414 109,185,220 -

Methacrifos 7,21 0,496 240,125,208 240—208
Chlorpropham 8,07 0,554 213,215,171 -

Diazinon 8,68 0,597 304,276,227 304—179
Lindan 9,00 0,619 181,219,254 219—183
Pirimicarb 9,16 0,630 238,166,72 238—166
Malaoxon 9,45 0,650 268,127,195 195—125
Spiroxamin-I 9,45 0,650 100,198,126 100—72
Vinclozolin 9,59 0,659 285,212,198 285—212
Chlorpyrifos-M 9,66 0,664 286,288,197 286—271
Pirimifos-M 9,84 0,676 305,290,276 290—233
Spiroxamin-II 9,90 0,681 100,198,126 100—72
Chlorotalonil 9,94 0,683 266,264,229 -

Carbaryl 9,95 0,684 144,115,116 144—115
Malathion 10,06 0,691 173,158,256 173—127
Fenpropimorph 10,21 0,702 303,128,173 -

Dichlofluanid 10,24 0,704 332,167,226 -

Chlorpyrifos 10,36 0,712 314,258,286 314—258
Aldrin 10,50 0,722 263,265,293 291256
Triadimefon 10,56 0,726 208,210,181 208—181
Parathion 10,60 0,729 291,235,263 291—263
Tolylfluanid 11,22 0,771 346,348,238 -

Penconazol 11,37 0,782 248,250,159 248—157
Procymidon 11,51 0,791 285,283,96 283—255
Triadimenol-I 11,55 0,794 168,112,128 168—70
Triadimenol-1I 11,70 0,804 168,128,112 168—70
Endosulfan-1 12,33 0,847 241,265,339 195—159
Kresoxim-M 12,56 0,863 206,131,116 206—116
Myclobutanil 13,21 0,908 179,288,206 -

Cyproconazol-I 13,60 0,935 222,139,224 222—125
Cyproconazol-I1 13,70 0,942 224,222,139 222—125
Trifloxystrobin 14,19 0,976 377,222,206 -

Triazofos 14,38 0,988 257,172,313 257—162
Endosulfan-11 14,41 0,991 241,265,339 195—159
Propiconazol-I 14,92 1,026 259,261,173 173—145
Fenhexamid 15,05 1,034 301,177,266 301—266
Propiconazol-I1 15,12 1,040 259,261,173 173—145
Endosulfan sulfat 15,66 1,077 387,272,389 272—237
Tebuconazol 15,78 1,085 252,250,125 250—125
Bifenthrin 16,11 1,107 181,165,166 181—166
Epoxiconazol 16,27 1,118 192,165,206 -

Iprodion 16,72 1,150 314,187,245 314—245
Metconazol 17,69 1,216 319,250,194 250—125
L-cyhalothrin 18,05 1,241 181,197,208 197—141
Phosalon 18,16 1,248 367,369,182 -

Permethrin-1 19,20 1,320 183,165,163 183—168
Permethrin-11 19,44 1,337 183,165,163 183—168
Fluquinconazol 20,12 1,383 340,342,313 340—298
Cypermethrin-I 20,93 1,439 181,163,209 163—127
Cypermethrin-11 21,18 1,456 181,163,209 163—127
Cypermethrin-1I1 21,29 1,464 181,163,209 163—127
Cypermethrin-IV 21,41 1,472 181,163,209 163—27
Fenvalerat-1 23,34 1,604 419,421,225 -

Fenvalerat-11 23,88 1,641 419,421,225 -

Difenoconazol-I 24,99 1,718 323,265,325 323—265
Difenoconazol-I1 25,19 1,732 323,265,325 3235265
Deltamethrin 25,50 1,753 253,181,174 253—174
Azoxystrobin 26,46 1,819 344,345,388 -
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4.3 Validace metody pro matrice s vysokym obsahem tuku

Pro vzorky s vysokym obsahem tuku byla za reprezentativni matrici zvolena lupina.
Vylusténa semena maji vysoky obsah tuku (11 % — 12 %) i vlakniny (16 % — 17 %). Byly
porovnany tii stupné CiSténi vymrazené¢ho extraktu (tabulka 2). Pro vétSinu analyti bylo
optimalni ¢iSténi se sorbenty PSA a GCB, tato metoda vykazavala nejspolehlivéjsi parametry.
Vicestupniové €isténi vyrazné zlepSilo validacni parametry skupiny pyrethroidii (obrazek 2).
Postupy byly ovéfovany na koncentracni hladin€ 0,20 mg/kg a 0,04 mg/kg, nejveétsi nejistota

stanoveni byla zjiSténa u fenhexamidu, fenvaleratu, malaoxonu a metconazolu (obrazek 3).

Tabulka 2. Testovani vlivu raznych zpusobi c¢iSténi vzorku lupiny na vytéZnost
a nejistotu stanoveni vybranych pesticidnich latek

D-SPE sorbent PSA PSA + GCB PSA + GCB + ODS
Analyt Obsah | RSD | Vytéznost | Obsah | RSD [ Vytéznost | Obsah | RSD | VytéZnost
(kg | Co) | (o) |(ugkg| (o) | o) |(ueke)| (%) (%)
Bifenthrin 15,5 4,0 50 22,3 1,0 71 21,7 2,2 69
Cypermethrin 21,5 6,2 70 25,3 1,9 82 28,8 3,2 93
Cyproconazol 39,4 1,6 95 449 3,6 108 43,6 2,8 105
Deltamethrin 30,9 1,1 71 32,7 6,8 75 41,6 8,4 95
Diazinon 36,5 3,2 92 45,6 3,5 115 38,6 8,3 97
Difenoconazol 37,7 0,2 99 41,1 4,1 108 41,1 5,1 108
Fenhexamid 24,5 6,0 78 27,2 | 19,5 87 28,5 | 24,2 91
Fluquinconazol 32,4 5,0 99 36,2 5.9 111 36,6 6,4 112
Chlorpyrifos 27,0 3,2 74 342 2,0 94 28,3 9,9 78
Chlorpyrifos-M | 31,1 42 78 39,2 2,3 99 34,6 6,3 87
Iprodion 429 8,0 93 48,1 4,5 104 43,8 1,2 95
Kresoxim-M 32,8 3,7 97 40,4 42 119 36,3 6,3 107
L-cyhalothrin 29.4 4,6 70 343 3,4 82 38,2 1,5 92
Malathion 40,1 1,6 102 48,2 1,0 114 44,1 6,3 113
Metconazol 44,1 13,8 95 52,0 | 19,8 112 41,7 12,6 90
Parathion 27,4 0,3 76 344 2,7 96 31,7 4.5 88
Permethrin 18,6 2,8 51 26,1 | 10,0 71 27,0 1,4 74
Pirimicarb 482 7,2 106 58,4 2,3 110 45,8 14,8 101
Pirimifos-M 30,3 2,1 85 36,7 1,3 103 32,7 9,9 92
Procymidon 42,3 2,2 108 47,6 53 117 453 6.8 116
Tebuconazol 40,1 | 10,1 90 45,8 3,2 103 47,2 5,3 106
Vinclozolin 33,6 6,1 99 40,0 3,7 118 34,0 15,3 101
Metoda 4 85 5 100 7 96
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Obrazek 2. Vliv zpiisobu ¢iSténi vzorku lupiny na vytéZnost a nejistotu stanoveni
vybranych pesticidnich skupin
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Obrazek 3. VytéZnost a rozSifena nejistota stanoveni pesticidnich liatek v lupiné
na hladiné 0,2 mg/kg
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4.4 Validace metody pro komplexni matrice

Repkovy expeler je komplikovany krmny material s vysokym obsahem tuku, chlorofylu
a dalSich koextrakti. Pro validaci byly vzorky expeleru obohaceny na hladiné 0,04 mg/kg
a 0,25 mg/kg a ptipraveny ke GC-MS analyze pomoci disperzni SPE s pouzitim smési

sorbentti PSA, GCB a ODS. Testovand metoda umoznila stanoveni 32 pesticidnich latek, ale

41



rozsifena nejistota stanoveni byla u 25 analytl vétsi nez 20 %, z toho pro 11 latek byla vétsi

nez 30 % (obrazek 4).

Obrazek 4. Vytéznost a rozsifena nejistota pro stanoveni vybranych pesticidi ve vzorku
fepkového expeleru obohaceného na hladiné 0,04 mg/kg a 0,25 mg/kg
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4.5 Kvantifikace obsahu pesticidi

Odezvy jednotlivych analytl jsou vyznamné ovliviiovany pfitomnosti koextraktli z matrice
vzorku. Pro orienta¢ni stanoveni trovné rezidui pesticidli ve vzorku lze pouzit kalibraéni
standard v Cistém rozpoustédle. Tyto vysledky mohou byt pouzity i pro kvantifikaci, pokud
bylo pfedchozimi experimenty prokdzano, Ze nedochdzi k vyraznému ovlivnéni analytu
matrici. V pfipadé vyznamného nalezu, napf. podezieni na piekroceni povolené¢ hodnoty

rezidui (MRL), musi byt pouzit matricovy standard nebo metoda standardniho ptidavku.

4.5.1 Metoda vnitiniho standardu

K navéazce vzorku se pfidd zndmé mnozstvi vhodné latky, kterd se pii zpracovani vzorku
i koncovém stanoveni chova podobné jako analyzované latky. Pomér latkového mnozstvi
vnitiniho standardu (ISTD) a kvantifikovanych latek ziistavd stejny béhem celého procesu

a koriguji se tak ztraty analytli a zmény v objemu rozpoustédla béhem ptipravy i pfi vlastni
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chromatografick¢ analyze. Pro kontrolu vytéznosti celého postupu se do extraktu
ptipraveného k analyze pfida dalsi standard a z poméru tohoto nastfikového standardu a ISTD

se vypocte vytéznost celého postupu.

Pti vybéru vhodnych vnitinich standardi je nutné se presveédcit, ze nedochazi k nezddoucim
efektim (rozdilna sorpce ISTD a analytii, ztraty pii odpafovani a vyznamné matricové efekty)

a k naslednym chybam pfi kvantifikaci sledovanych latek.

4.5.2 Matricové efekty

Matrice vzorku miize mit nezanedbatelny vliv na odezvu stanovovanych latek pii MS
stanoveni. Matricovy efekt (ME) se posoudi porovnanim odezvy standardii rozpusténych
v ¢istém rozpoustédle a v rozpoustédle s pridavkem extraktu matrice.

ME rostly s komplexnosti matrice (obili < lupina < fepkovy expeler). Pfi stanoveni pesticidi
v lupiné vyznamnou interferenci vykazoval fenhexamid, iprodion, metconazol a parathion,
u expeleru byly ME patrné u vSech pesticidii kromé fluquinconazolu. Vliv matrice se vyrazné
projevi pifi méfeni v SIM modu, pro nedostateéné vycCisténé extrakty je tento rezim nevhodny.
Me¢éieni v MS/MS rezimu poskytovalo vysledky s mensi nejistotou stanoveni a vytéznosti byly
uspokojivé i pro stanoveni pesticidil v expeleru.

Z vysledki vyplyva nutnost méfeni komplexnich matric v MS/MS moédu a kvantifikace

pomoci matricovych standardi (tabulka 3).

4.5.3 Meze stanovitelnosti

Meze stanovitelnosti metody byly vyhodnoceny pomoci dvou pfistuptli, stanovenim poméru
signadlu k Sumu v matricovych standardech a pomoci validace na nizké hladin€é. Kromé
detek¢niho limitu (LOD) a meze stanovitelnosti metody (LOQ) je v rutinni laboratorni praxi
zavedena praktickd mez stanovitelnosti (RL, reporting limit). Hodnota RL vychazi
z validac¢nich parametrii metody, ale zohlednuje ¢asovou variabilitu stavu piistroje a dalsi
proménné faktory, a je proto nastavena na obvykle vyssi hodnotu nez je LOQ.

Praktickd mez stanovitelnosti byla 1 x az 10 x niz$i neZ je minimalni pozadovana
stanovitelnost metody (MRRL) pro pesticidy v obilovinach. Piehled vysledkl je uveden

v tabulce 4.
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Tabulka 3. Matricové efekty a vytéZnost pro rizné matrice a mérici rezimy

Analyt Matricové efekty (%) Vytéznost (%)
Matrice Obili Lupina Expeler Expeler Expeler Expeler
rezim méfeni MS/MS MS/MS MS/MS SIM MS/MS SIM

Bifenthrin 89 83 135 162 95 131
Cypermethrin 82 100 147 143 95 242
Cyproconazol 114 88 160 0 101 0
Deltamethrin 109 104 76 174 105 0
Diazinon 93 84 144 147 103 123
Difenoconazol 110 114 132 177 112 175
Fenhexamid 78 143 160 204 117 21
Fluquinconazol 96 88 94 101 107 112
Chlorpyrifos 86 88 121 131 89 113
Chlorpyrifos-M 101 119 115 157 73 98
Iprodion 97 147 106 113 102 119
Kresoxim-M 83 87 125 150 109 122
L-cyhalothrin 108 105 102 92 89 0
Malathion 95 102 107 114 79 136
Metconazol 118 149 136 149 116 82
Parathion 91 156 153 183 97 125
Permethrin 103 103 130 108 92 113
Pirimicarb 91 102 141 189 116 148
Pirimifos-M 78 97 120 130 94 101
Procymidon 107 96 224 493 114 54
Tebuconazol 106 93 147 357 114 0
Vinclozolin 77 98 137 175 103 140

Primér 96 107 132 166 - -
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Tabulka 4. Prehled mezi stanovitelnosti

LOD LOQ RL Validaéni |\ ppy, |RL-LIMS
Faramett 1 giml) | (mghkg) | (mgke) | oo™ | (mgkg) | (mgkg)
(mg/kg)
Azoxystrobin - - 0,010 0,020 0,010
Bifenthrin 0,4 0,001 0,005 - 0,020 0,005
Carbaryl 2,7 0,005 0,010 - 0,020 0,010
Cypermethrin 1,5 0,003 0,005 - 0,020 0,005
Cyproconazol 2,0 0,004 0,005 0,020 0,050 0,020
Deltametrin 3,6 0,007 0,010 - 0,020 0,010
Diazinon 0,6 0,001 0,005 - 0,020 0,005
Difenoconazol 1,4 0,003 0,005 0,020 0,050 0,020
Dichlorvos - - 0,020 - 0,020
Endosulfan 2,6 0,005 0,010 - 0,020 0,010
Endosulfan sulfat 1,8 0,004 0,005 - 0,020 0,005
Epoxiconazol - - 0,010 0,050 0,010
Fenhexamid 8,5 0,017 0,020 - 0,050 0,020
Fenpropimorph - - 0,020 0,020 0,020
Fenvalerat - - 0,020 - 0,020
Fluquinconazol 0,5 0,001 0,005 0,010 0,050 0,010
Chlorpyrifos-M 1,5 0,003 0,005 - 0,020 0,005
Chlorpropham - - 0,010 - 0,010
Chlorpyrifos 0,5 0,001 0,005 - 0,020 0,005
Iprodion 7,4 0,015 0,020 - 0,020 0,020
Kresoxim-M 0,4 0,001 0,005 - 0,020 0,005
L-cyhalothrin 0,9 0,002 0,005 - 0,020 0,005
Lindan 1,1 0,002 0,005 - 0,010 0,005
Malaoxon - - 0,020 0,050 0,020
Malathion 0,8 0,002 0,005 - 0,050 0,005
Metconazol 6,4 0,013 0,020 0,020 0,050 0,020
Methacrifos 0,9 0,002 0,005 - 0,020 0,005
Myclobutanil - - 0,020 - 0,020
Parathion 5,4 0,011 0,020 - 0,050 0,020
Penconazol 0,3 0,001 0,005 - 0,050 0,005
Permethrin 3,9 0,008 0,010 0,020 0,050 0,020
Phosalon - - 0,010 - 0,010
Pirimicarb 0,2 0,000 0,005 - 0,020 0,005
Pirimifos-M 0,4 0,001 0,005 - 0,020 0,005
Procymidon 2,4 0,005 0,010 - 0,020 0,010
Propiconazol 5,5 0,011 0,020 - 0,050 0,020
Spiroxamin 3,5 0,007 0,010 - 0,050 0,010
Tebuconazol 1,2 0,002 0,005 0,010 0,050 0,010
Triadimefon 4.8 0,010 0,010 - 0,050 0,010
Triadimenol 14 0,028 0,040 - 0,050 0,040
Triazofos 5,1 0,010 0,010 - 0,020 0,010
Trifloxystrobin - - 0,020 0,050 0,020
Vinclozolin 1,3 0,003 0,005 - 0,050 0,005

45




4.6 Kontrola kvality

Pozadavky na zajisténi kvality pii analyze rezidui pesticidii jsou podrobné popsany
v dokumentu SANCO/2007/3131 (4). Vedle pouziti jednoho ¢i vice vnitinich standarda
pro kontrolu vytéznosti se doporucuje pritbézné kontrolovat spravnost multirezidualni metody
pomoci internich nebo certifikovanych referencnich materialii. DalSim stupném kontroly

kvality je GCast laboratofe v odpovidajicich testech zptsobilosti.

4.6.1 Kruhové testy sit¢ CRL/NRLs

V roce 2006 byla vytvofena sit referen¢nich laboratofi (CRLs) clenskych stati EU
a povefenych narodnich laboratofi ¢lenskych stati (NRLs) s cilem zajistit vysokou kvalitu,
pfesnost a srovnatelnost analytickych vysledkli. Pro rezidua pesticidi v potravinach
a surovinach pro jejich vyrobu byly zfizeny 4 CRL (pro obiloviny a krmiva; potraviny
zivogisného puivodu; ovoce a zeleninu; individualni rezidudlni metody). Laboratore UKZUZ
byly jmenovany NRL pro stanoveni rezidui v obilovinach a krmivech. Jiz od roku 2006
se laboratote UKZUZ pravidelné a usp&$né ucastni viech porovnavacich testil této skupiny
(PT C, Proficiency Testing for Cereals). Vysledky testi jsou kazdy rok zpracovany

a uvetejnény ve sborniku vydaném potradajici laboratofi (8).

5  Zavér

Multirezidualni metoda stanoveni rezidui u¢innych latek pesticidnich ptipravkl po extrakci
vzorku do acetonitrilu (QUECHERS metoda) s GC-MS 1 LC-MS detekci byla uspésné
zavedena a akreditovana jako flexibilni akreditovana zkouska v laboratofich NRL-RO Brno
a RO Praha (pouze LC-MS detekce). Zavedeni této metody a uspéSnd spoluprace obou
pracovist umoznila rozsitit dlouholety program monitoringu zakdzanych a nezadoucich latek
v krmivech o skupinu rezidui pesticidnich ptipravkii; v soucasné dob¢ se pozaduje stanoveni
40 analytli v surovinach pro vyrobu krmnych smési.

Laboratore UKZUZ byly v roce 2006 jmenovany MZe CR narodni referen¢ni laboratoii
(NRL) pro stanoveni rezidui pesticidi v obilovinach a krmivech a jsou zapojeny do ¢innosti
mezinarodni sit¢ referen¢nich laboratofi EU pro rezidua pesticidii a uspéSné se ucastni
kruhovych testl (Proficiency Testing), pofadanych ptislusnou povérenou CRL.

Metoda s koncovym GC-MS/MS stanovenim byla validovana pro 46 analytd v krmnych
smésich na bazi obilovin a postup byl ovéfen a upraven pro matrice s vysokym obsahem tuku

(lupina) i chlorofylu (fepkovy expeler).
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Postup bude dale rozSifovan a validovan pro nové analyty i matrice, coz je predpoklad
uspéSného absolvovani PT porovnavacich testl, a podle pozadavkli na analyzy béznych

vzorkil pro potieby ostatnich technickych odbort UKZUZ.
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