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1 Souhrn

Pro ucely kontroly obsahu jodu v krmivech a mléce byla zavedena metoda stanoveni jodu
s vyuzitim ICP-MS. Byla optimalizovana ptediprava vzorkli, zejména u kompletnich
krmnych davek, déale samotny rozklad vzorku v tetramethylamonium hydroxidu a nasledné
zméteni obsahu jodu metodou ICP-MS. Metoda byla validovana a aplikovana na soubor
realnych vzorki raznych typt krmiv a mléka odebranych v ramci monitoringu v obdobi 2008

az 2009.

2 Uvod

Jod jako esencidlni prvek je soucasti thyroidnich hormonii a jeho nedostatek zplisobuje
dysfunkce organismu, zejména pak fyzické a mentalni poruchy u déti a u dospélych osob
zvétSeni §titné zlazy (1).

Pro ptipravu vzorkli pro stanoveni jodu je v literatuie popsano nékolik rtiznych postupt,
a to jak vkyselém, tak v alkalickém prosttedi (2, 3, 4, 5). Rozklady v kyselém prostiedi
nejsou zcela vhodné pro ptipravu vzorki pro stanoveni jodu, protoZe jodid, ktery je nejcastéji
pridavanou dopliikovou latkou, je v kyselém prostiedi velmi nestabilni a mize dochazet
ke ztratam analytu (6). Naproti tomu totalni rozklady v alkalickém prostiedi jsou c¢asové
naro¢né a vzhledem k mnozstvi dalSich chemikalii, které jsou k rozkladu potfeba a zvySuji tak
riziko kontaminace vzorku analytem, jsou pro pfipravu vzorku pro stanoveni jodu také méné
vhodné. Jako optimalni zplisob piipravy vzorku se proto jevi alkalicka extrakce, kdy je vzorek
za vysSi teploty podroben extrakci/solubilizaci v siln€ alkalické prosttedi (4, 7). Nejedna
se o totdlni rozklad, nicméné pro extrakci veskerych forem jodu ze vzorku je tento postup

dostacujici a je zajisténa stabilita analytu v extraktu.



Pro stanoveni jodu jsou nejpouzivanéjsi tyto metody: hmotnostni spektrometrie s indukéné
vazanym plazmatem (ICP-MS), optickd emisni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem
(ICP-OES), neutronova aktivacni analyza (NAA) a dale pak nékteré elektrochemické metody
a titraéni metody (2, 4, 5, 6). ICP-MS dominuje v analyzach jodu zejména pro svou citlivost,
rychlost analyzy a relativné nizkou naro¢nost ptipravy vzorkl. Z tohoto diivodu byla tato
metoda vybrana i v Narodni referen¢ni laboratoti UKZUZ pro stanoveni jodu v krmivech
a mléce. ICP-MS spektrometr Agilent 7500ce ma dostatecnou citlivost pro méteni nizkych
koncentraci jodu v TMAH extraktech kompletnich krmnych davek, kde obsahy byvaji
Vv jednotkach pg/l. Analyza ionti vzniklych v plazmatu je provadéna na zakladé poméru

hmotnosti a naboje iontu (M/z).

Cilem prace byl vyvoj metody stanoveni jodu metodou ICP-MS v krmivech a mléce, validace
metody vcetné ovéteni na certifikovanych referencnich materidlech a analyza redlnych vzorka

Z monitoringu krmiv a mléka.

3 Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, voda Cistd (deionizovana, demineralizovana nebo

destilovana), pokud neni uvedeno jinak.

1 Kyselina dusicnd, HNOj;, koncentrovand, p = 1,4 g/ml, predestilovana

na podvarovém destilacnim zafizeni.

2 Tetramethylammonium hydroxid, TMAH, 25%, (napt. Sigma Aldrich, Némecko).
3 Demineralizovana voda, ultraCista.

4 Jodid draselny, KI.

5 Zékladni komer¢ni certifikovany standardni roztok Te, c =1 g/I.

4 Piistroje a pomiicky

Ultraodsttedivy mlyn, napt. ZM 200, sito o velikosti ok 3 mm, (Retsch, Némecko).

2 Laboratorni mlyn, napt. GM 200, (Retsch, Némecko).
3 Susarna.

4 Centrifuga.

5 Analytické vahy.



6 Plastové centrifugacni zkumavky.

7 Plastové uzaviratelné nadobky.

8 Podvarové destilacni zatizeni, napi. BSB-939-IR (Berghof, Germany).
9 ICP-MS spektrometr, napt. Agilent 7500ce (Agilent, Japan).

10 Zatizeni na ptipravu ultracisté vody, napt. MilliQ (Milipore, Francie).
5 Postup

5.1 Priprava vzorku

Pii ptipravé vzorkl pro stanoveni jodu v krmivech je nevyhnutelné zabranit pfipadnym
zménam obsahu jodu ve vzorcich, a proto je nutno vzorek uchovavat ve vzduchotésném obalu
a pfi manipulaci s nim zabranit nadmérnému kontaktu se vzduchem a svétlem. Vzorky
podléhajici zkaze je nutno uchovavat pii teploté¢ minus 18 °C. Déle je nutno klast velky diraz
na homogenitu vzorku, a to zejména u kompletnich krmnych dédvek. Homogenizace musi
probihat ve vhodném zafizeni tak, aby nedochédzelo k nadmérnému zahtivani vzorku. Suché
vzorky se homogenizuji na ultraodstfedivém mlynku (1), vlhké vzorky
pomoci laboratorniho mlynku (2).

Vzorky krmiv (0,5 g nebo 1 g) se extrahuji v uzaviratelné centrifuga¢ni zkumavce 1 ml
TMAH (2) a 5 ml vody (3). Extrakce probiha v suSarné pii 90 °C po dobu 3 h.
Po ukonceni extrakce se extrakty zchladi na laboratorni teplotu a kvantitativné pievedou
do 25ml nebo 50ml odmérnych ban&k. Pfed méfenim se extrakty odstfedi 20 min
pti 2000 ot/min.

Vzorky mléka (5 g) se extrahuji Vv uzaviratelné centrifugacni zkumavce 1 ml TMAH (2).
Extrakce probihd v susarné pii 90 °C po dobu 3 h. Po ukonceni extrakce se extrakty zchladi
na laboratorni teplotu a kvantitativné ptrevedou do 25ml odmémych banék.
Pfed méfenim se extrakty odstifedi 20 min pti 2000 ot/min.

U CRM BCR 151 (Skim milk powder) byla navdzka sniZzena na 0,2 g, protoze se jednalo
o suSen¢ mléko. Extrakce probihala obdobné jako u vzork krmiv. Z divodu rozdilného
obsahu tuku ve vzorcich neupraveného mléka a suSené¢ho mléka (CRM) byly také
extrahovany vzorky komer¢né dostupnych mléénych vyrobki s rozdilnym obsahem tukd,
tj. mléka (1,5%) a smetany (33%), ke kterym byl pfidan jodid draselny (koncentrace jodu

1 ug/ml) a zjisStovala se vytéznost extrakéniho postupu.



5.2 Méreni
Vzorky ziskané extrakci se do 24 h po extrakci méti na ICP-MS spektrometru. Jod jako
monoizotopicky prvek se méfi na hmoté 127 v normalnim modu bez vyuziti kolizni/reakéni

cely.

Kalibra¢ni roztoky vrozsahu (0 — 5000) pg/l se pripravi postupnym fedénim
ze zasobniho roztoku jodidu draselného 1 g/l. Do kalibra¢nich roztokt se pridava 1 ml TMAH
(2) stejné jako ke vzorkam pii extrakci. Jako vnitini porovnavaci prvek se pouzije tellur (500
ug/l), ktery se ptipravi postupnym fedénim zékladniho certifikovaného roztoku Te (5). Tellur
byl vybran z divodu podobnych métenych hmot vnitiniho porovnavaciho prvku (125)
a analytu (127) a také z divodu blizkych hodnot ionizacnich energii (9,01 eV pro Te
a 10,459 eV pro I). Pro vyhodnoceni méteni se pouziva externi kalibrace s pouzitim vnitiniho

porovnavaciho prvku. V tabulce 1 jsou uvedeny pracovni podminky ICP-MS spektrometru.

Nésledujici podminky stanoveni jsou doporucené, mohou byt pouzity jiné podminky

za predpokladu, Ze poskytuji rovnocenné vysledky.



Tabulka 1. Pracovni podminky ICP-MS spektrometru.

Parametr Ladéni Normalni mod
RF power ne 1500 W
Sampl. Depth ano 6 mm
Torch-H ano mm
Torch-V ano mm
Carrier Gas ano 0,8 L/min
Makeup Gas ano 0,2 L/min
Nebulizer pump ne 0,1 rps
S/IC Temp ne 11 °C
Extract 1 ano 1Vaz5Vv
Extract 2 Ano ~150 Vaz— 120V
Omega Bias-ce ano v
Omega Lens-ce ano v
Cell Entrance Ne —-22V
QP Focus ne 3V
Cell Exit Ne -22V
OctP RF ne \Y
OctP Bias Ne -6V
QP Bias Ne -3V




6 Vysledky a diskuse

6.1 Krmiva

Vysledky ziskané méfenim extraktl vzorkd krmiv byly pouzity pro validaci metody a byly

spocitany valida¢ni parametry (EffiValidation 3.0), které¢ jsou uvedeny v tabulce €. 2.

Tabulka 2. Meze detekce, stanoveni, vnitrolaboratorni opakovatelnost a nejistota

stanoveni.
Prvek MD (mg/kg) MS (mg/kg) VO (%) N (%)
| (ICP-MS) 0,06 0,2 6 12

Pro ovéteni spravnosti metody véetné extrakce bylo potfeba analyzovat vhodny certifikovany
referencni materiadl. Vzhledem k tomu, Ze analyzované vzorky byly pfednostné kompletni
krmné davky, byl vybréan rostlinny certifikovany referenéni material BCR 129 Hay Powder
s certifikovanym obsahem jodu (0,167 + 0,024) mg/kg. Naméfené hodnoty v laboratofi
(0,17 £ 0,02) mg/kg byly shodné s certifikovanou hodnotou.

Monitoring krmiv probihal v obdobi 2008 az 2009 paraleln¢ s vyvojovym ukolem. Hodnoty
namétené ve vzorcich odebranych v roce 2009, které byly v ramci monitoringu odebirany

soucasn¢ se vzorky mléka, jsou uvedeny v tabulkach ¢. 3,4 a 5.



Tabulka 3. Obsahy jodu ve vzorcich kompletnich krmnych davek.

Vzorek (mg/kg) Vzorek (mg/kg) Vzorek (mg/kg)
777 1,040 877 0,6696 1222 0,8507
781 0,6752 872 0,4968 1555 0,5790
785 0,9077 1093 0,5457 1559 1,081
815 0,4284 1098 2,166 1563 1,272
819 0,4392 1102 0,3918 1684 0,7360
823 1,940 1127 0,5373 1688 0,3774
858 1,054 1134 1,199 1648 0,6737
859 3,501 1138 0,5523 1653 1,661
860 0,9296 1142 < 0,2000 1692 0,3037
861 1,788 1146 0,5709 1804 2,368
866 1,519 1189 0,3428 1805 0,4039
011 0,8091 1193 0,8872 1854 2,458
915 1,727 1197 0,5524 1859 0,4084
916 0,6882 1212 0,7977 1864 0,4247

1004 1,040 1216 0,8654 1836 0,3174

Z vysledkl vyplyva, Ze Zadny ze vzorkl neptekrocil povoleny limit 5 mg/kg jodu v kompletni

krmné davce pro dojnice dle smérnice EU (9).




Tabulka 4. Obsahy jodu ve vzorcich mineralnich krmiv.

Vzorek I (mg/kg)
862 1155
1094 1459
1221 24,45
1855 287,6
1103 1986

Tabulka 5. Obsahy jodu ve vzorcich picnin.

Vzorek I (mg/kg)
1220 < 0,2000
1554 < 0,2000
1564 0,8476

6.2 Mléko

Metoda byla validovana v software Effivalidation 3.0 a valida¢ni parametry jsou uvedeny

V tabulce ¢. 6.

Tabulka 6. Meze detekce, stanoveni, vnitrolaboratorni opakovatelnost a nejistota

stanoveni.
Prvek MD (mg/kg) MS (mg/kg) VO (%) N (%)
| (ICP-MS) 0,03 0,2 5 10

Spravnost metody byla ovéfena analyzou certifikovaného referencniho materialu BCR 151
Skim Milk Powder s certifikovanym obsahem (5,35 + 0,14) mg/kg. Metodou ICP-MS byl
stanoven obsah vV certifikovaném referenénim materialu (5,34 + 0,12) mg/kg, z ¢ehoz

vyplyva, ze vysledky jsou shodné. Pro vylouceni vlivu obsahu tuku ve vzorku byly




analyzovanyi také vzorky mléka (1,5 % tuku) a smetany (33 % tuku) s ptidavkem jodu.
Primérné navratnost extrakce byla (101 £ 6) %, ¢imz bylo prokdzano, Ze rozdilny obsah tuku

ve vzorku nema vliv na mnozstvi vyextrahovaného jodu ze vzorku.

Vysledky monitoringu mléka (r. 2009) jsou uvedeny v tabulce ¢. 7.



Tabulka 7. Obsahy jodu ve vzorcich mléka.

Vzorek I (mg/kg) Vzorek I (mg/kg) Vzorek I (mg/kg)
778 0,5525 917 0,3238 1223 0,7994
782 0,7255 918 0,2521 1224 0,7275
786 <0,2000 919 0,2220 1225 0,5816
779 0,5163 1005 0,4656 1551 0,2177
780 0,3779 1006 0,7709 1552 < 0,2000
783 0,9277 1007 0,3944 1553 < 0,2000
784 0,6836 1095 0,9610 1556 0,4138
787 <0,2000 1096 1,625 1557 0,3603
788 < 0,2000 1097 1,085 1558 0,3585
816 0,2578 1099 0,2996 1560 0,3196
817 0,2557 1100 0,4861 1561 0,5705
818 0,2464 1101 0,4522 1562 0,2928
820 <0,2000 1104 0,3938 1685 0,2974
821 < 0,2000 1105 0,3922 1686 0,2546
822 <0,2000 1106 0,3138 1687 0,4115
824 < 0,2000 1128 0,6464 1689 0,6694
825 <0,2000 1129 0,2332 1690 0,6601
826 0,2867 1130 0,2275 1691 0,2965
863 0,2366 1131 0,3058 1693 0,4574
864 <0,2000 1132 0,2542 1694 0,5412
865 0,2061 1133 0,3204 1695 0,3313
867 0,7357 1135 <0,2000 1801 0,6705
868 0,9173 1136 < 0,2000 1802 0,5606
869 1,046 1137 <0,2000 1803 0,9564
895 0,4932 1143 <0,2000 1806 0,3496
896 0,3588 1144 < 0,2000 1807 0,3255
897 0,5121 1145 <0,2000 1808 < 0,2000
898 1,950 1147 < 0,2000 1856 0,2459
899 1,563 1148 <0,2000 1857 0,7182
900 1,603 1149 <0,2000 1858 0,7326
901 0,5225 1190 0,5265 1861 0,3313
902 0,5230 1191 0,5699 1862 0,2919
873 0,3054 1192 0,5520 1863 0,2503
874 0,2747 1194 0,2737 1866 < 0,2000
875 0,2452 1195 0,2695 1867 < 0,2000
878 0,3389 1196 0,2568 1868 < 0,2000
879 0,3830 1198 0,2367 1837 0,4315
880 0,3718 1199 0,2302 1838 < 0,2000
903 0,4202 1200 0,2807 1839 0,2020
908 0,5520 1213 0,3500 1649 < 0,2000
909 0,5943 1214 0,3431 1650 < 0,2000
910 0,5440 1215 0,5349 1651 0,2324
912 0,9345 1217 0,4916 1654 0,7232
913 1,465 1218 0,6398 1655 0,7335
914 0,9635 1219 0,3772 1656 0,7354
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7 Zavér

Vyvinutd metoda stanoveni jodu pomoci ICP-MS mé dostacujici mez stanoveni (0,2 mg/kg)
pro kontrolu jodu v kompletnich krmnych davkach (max. pfipustny limit 5 mg/kg). Nejistota
stanoveni je 12 %. Pro analyzu mléka je nejistota stanoveni 10 %. Spravnost metody byla
ovétena analyzou certifikovanych referencnich materidlti (seno, suSené mléko) se shodnymi
vysledky. Analyzou mléénych vyrobki s odliSnym obsahem tuku s pfidavkem jodu byla
zjiSténa névratnost extrakce (101 £ 6) %. Pfi monitoringu krmiv v roce 2009 nebyly zjistény

zadné vzorky kompletnich krmnych davek, které by vykazovaly nadlimitni obsahy jodu.

V roce 2008 byla metoda akreditovana CIA se stupném flexibility typu 2 a je rutinné

pouzivanou metodou v NRL RO Brno.
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1 Souhrn

Vzorky z bazalniho monitoringu pid byly rozlozeny v lucavce kralovské. V mineralizatech
byl stanoven obsah selenu metodou hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem

(ICP-MS).

2 Uvod

Na zivy organismus mé negativni vliv nejen nadbytek selenu, ale i jeho nedostatek. Hranice
mezi toxicitou a esencialitou je velmi tzka. Vysoké obsahy selenu v pici vyvolavaji
chronickou otravu znamou jako alkalicka nemoc skotu, kterd se projevuje zanétem nohou,
ztratou kopyt, rohil a srsti. Jind chronicka otrava je zavrativost, kterd ma za nasledek slabnuti

zraku zvitat a nakonec smrt vyvolanou snizenim dychacich funkeci.

K pozitivnim 0¢inkiim selenu v organismu patii jeho interakce s fadou toxickych kovi,
Vv jejimz ucinku se sniZzuje jejich neZadouci pusobeni na Zivy organismus. Proto je nékdy
do potravy zamérné ptidavan. Deficience selenu v metabolismu zvitat a lidi vyvolava rovnéz
vznik nékterych onemocnéni. Typickymi znaky nedostatku selenu u ¢lovéka, ryb, malych
zivocichli a dobytka jsou omezeni rlstu, sniZzeni chuti k jidlu, anémie, pokles plodnosti.
Specifickou poruchou z nedostatku selenu je napf. vysoka umrtnost embryi u ptakt. Usp&sna
1é€ba podavanim preparatii obsahujici slouc¢eniny selenu nezvratné prokazuje, Ze selen je
ve vyzivé nezbytny (1). Selen je esencidlni soucasti antioxida¢niho enzymu glutathionin
peroxidazy (GSH-PXx). V soucinnosti s vitaminem E a nékolika dal$imi antioxida¢nimi ¢inidly
snizuje GSH-Px destrukéni G€inky peroxidacnich reakci na zivé buiiky (2). Doneddvna byl
hlavnim zdrojem selenu, kterym byly dopliiovany krmné davky, seleniCitan sodny. I kdyz

vetsi ¢ast problému s deficienci tohoto prvku byla pouzitim seleni¢itanu sodného odstranéna,
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nebyla vyfesena uplné. Proto se k obohacovani krmnych davek zacaly pouzivat kvasinky
obohacené selenem, které maji vysokou koncentraci organicky vazaného selenu. Porovnani
ucinku selenovych kvasinek s ptsobenim anorganického selenicitanu sodného u riiznych
druht hospodaiskych zvitat ukazalo, Ze odezva na podani organické formy tohoto prvku je
mnohem vyraznéj$i. Pfed rokem 1960 byla vétSina diet pro lidi i zvifata dotovana pouze
organickym selenem, ktery pochazel ze zdroji rostlinnych a zivociSnych bilkovin.
Vyhodnoceni kvasinek obohacenych selenem ukézalo, Zze chemické slozeni pouzitych
selenovych aminokyselin je stejné jako u obilnin, coz znamena, ze tato forma vykazuje

podobné ucinky jako vysoky obsah selenu v obilninéach (3, 4).

Vzhledem k tomu, Ze selen neni v pidé rovnomérné rozd¢€len, je jeho koncentrace v rostlinach
odrazem jednak jeho relativniho mnozstvi a jednak jeho dostupnosti pro rostlinu. Pro rostouci
rostliny je dostupnost ptidniho selenu ovlivnéna pH pudy, typem ptdni struktury a rozsahem
provzduSnéni. Oxidovand forma tohoto prvku (selenan nebo seleniCitan) je pro rostliny
dostupnéj$i, zatimco forma redukovand ziistdva v pid¢ nerozpuSténa. VSeobecné plati,
ze oblasti s nizkym obsahem selenu (< 0,1 ppm), nepokryvajici pozadavky na dostatecny
obsah selenu v krmivech a potravinach, jsou rozsitenéjsi nez oblasti s toxickymi obsahy

v rostlinach (> 2 ppm).

Protoze selen se vyskytuje ve vétS§iné materidli ve velmi malém mnoZzstvi, je nutno
pro stanoveni selenu pouzit takovou techniku, kterd umoziiuje tato mnozstvi detekovat.
V minulosti nejcastéji pouzivanou technikou byla metoda generovani hydridu ve spojeni
s atomovou absorp¢ni spektrometrii (HG-AAS) nebo s optickou emisni spektrometrii
s indukén€ vazanym plazmatem (HG-ICP-OES). Princip generovani hydridu je relativné
jednoduchy, zalozeny na redukci selenu kyselinou chlorovodikovou a nasledné reakci
S tetrahydridoboritanem sodnym v aparatuie pro generovani hydridi. Vznikly hydrid selenu
se odvadi proudem inertniho plynu, a to bud’ do vyhfivané rozkladné trubice (AAS) nebo
pfimo do plazmatu (ICP-OES). Nicméné v pfitomnosti dal$ich prvkl jako jsou méd’, nikl,
zelezo nebo olovo apod. miZe dochazet k vyznamnému ruSeni (poklesu signéalu) v zavislosti
na koncentraci daného prvku ve vzorku, protoze tyto prvky mohou byt také redukovany.
V téchto pfipadech je nutné maskovat interferenty vhodnym ¢inidlem, napf.

1,10-fenantrolinem apod.

Z duvodu vysoké citlivosti ICP-MS technika generovani hydridi odpada. Principem metody
je vytvoreni iontd vhodnym ionizacnim zdrojem tak, aby dochazelo ke vzniku iontl z atomtl.

Vznik molekulovych iontd je nezadouci. lonty vzniklé v plazmatu se analyzuji
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V kvadrupolovém analyzéatoru na zakladé poméru hmotnosti a naboje iontu (M/z) a nésledné
se vyhodnoti detektorem (nasobi¢em iontt). Selen je mozno stanovit méfenim na hmotach
odpovidajicich nasledujicim izotoptim: 74 (0,89 %), 76 (9,37 %), 78 (23,77%), 80 (49,61%),
82 (8,73%). lzotopy 78 a 80 jsou nejvice procentualné zastoupeny, maji nejvyssi intenzitu
signalu béhem méieni, a proto se vyuzivaji nejCastéji. V piipad¢ stanoveni selenu na jiz
zminénych izotopech je potieba eliminovat ruSeni molekulovych iontl, které vznikaji
V plazmatu. Jedna se o molekulové ionty argonu, které odpovidaji nasledujicim hmotam:
ArArt (78) a ArAr’ (80). Odstrafiovani takovychto molekulovych iontd je nejvhodngjsi
S pouzitim tzv. kolizni/reakéni cely s pouzitim vodiku nebo helia. Vhodnym nastavenim
potencialové bariery pro molekulové ionty a srazkami s vodikem nebo s heliem jsou
molekulové ionty odstranény. Dalsi moznosti jsou pak matematické korekéni rovnice, které

ovSem zavadéji do meteni dalsi chyby a zvySuji tak vyslednou nejistotu stanoveni (5).

Hlavnim cilem prace je zjisténi hladiny obsahu selenu v zemé&délskych pudach a ovéfeni
analytické metody vhodné k jeho stanoveni. Ziskané vysledky povedou k rozdéleni oblasti

do kategorii podle obsahu selenu v pidach a k vytipovani oblasti vhodnych k dal§imu Setfeni.

3 Experimentalni ¢ast

Pro stanoveni selenu byly pouzity vzorky z bazalniho monitoringu pud. Vzorky byly
rozlozeny v luCavce kralovské (JPP AP I1) (6) a obsah selenu byl nasledné stanoven

na ICP-MS spektrometru.

3.1 Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.

1 Kyselina dusi¢na, HNOs3, koncentrovana.
2 Kyselina chlorovodikova, HCI, koncentrovana.
3 Kyselina dusi¢éna HNOg3, ziedéna, c((HNO3) = 1 mol/I.

Ptiprava: 70 ml koncentrované kyseliny dusi¢né (1) se zfedi vodou na vysledny

objem 1000 ml
4 Kyselina dusi¢na, HNO3, podvarové destilovana.

5 Voda, ultracista.

14



6 Certifikovany standardni roztok selenu, c¢(Se) =1 g/l.

7 Certifikovany standardni roztok telluru, c¢(Te) =1 g/I.

3.2 Zarizeni

1 ICP-MS spektrometr 7500ce (Agilent, Japonsko).

2 Podvarové destila¢ni zatizeni BSB-939-IR (Berghof, Germany).
3 Zatizeni na ptipravu ultracisté¢ vody MilliQ (Milipore, Francie).
4 Mineraliza¢ni blok 16-mistny (Mezos, Hradec Kralové).

3.3 Mineralizace

5 g upraveného vzorku se umisti do zabrusovych trubic, zalije se 7 ml kyseliny dusi¢né (1)
a necha se stat pies noc. Druhy den se pfida 21 ml kyseliny chlorovodikové (2), nasadi
se chladi¢e a smés se zahiivd pozvolna k varu. Mirny var se udrzuje 2 h. Po ochlazeni
se obsah trubic filtruje do 100ml odmérnych banék. Trubice i filtrat se promyji asi 10 ml

kyseliny dusi¢né (3) a baniky se po vytemperovani doplni po znacku kyselinou dusi¢nou (3).

3.4 Méreni

Pfed méfenim byly extrakty v lucavce kralovské zdivodu vysokych koncentraci

rozpusténych soli a vysokych obsahti kyselin fedény 25 x vodou (5) do plastovych zkumavek.

Obsah selenu (9,75 eV) v extraktech byl méfen na hmoté 78. Z duvodu korekce ,,matrix*
efekt byl jako vnitini porovnavaci prvek vybran tellur (ionizac¢ni potencial 9,01 eV). Tellur
jako monoizotopicky prvek byl méfen na hmoté 125. Pro odstranéni rusici molekuly ArAr*

na hmoté¢ 78 se méfilo ve vodikovém modu s vyuZitim kolizni/reakéni cely.

Kalibra¢ni roztoky byly pftipraveny v rozsahu (0 — 100) pg/l. V tabulce ¢. 1 jsou uvedeny
pracovni podminky ICP-MS spektrometru.
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Tabulka 1: Pracovni podminky ICP-MS spektrometru.

Parametr Ladéni Vodikovy méd
RF power ne 1500 W
Sampl. Depth ano 6 mm
Carrier Gas ano 0,8 I/min
Makeup Gas ano 0,2 I/min
Nebulizer pump ne 0,1 rps
S/IC Temp ne 2°C
Extract 1 ano 1Vaz5V
Extract 2 Ano -150Vaz-120V
Omega Bias-ce Ano -18V
Omega Lens-ce ano 2V
Cell Entrance Ne -22V
Plyn (H,) ano 3 ml/min
QP Focus Ne -8V
Cell Exit Ne —46 V
OctP RF ne 160 V
OctP Bias Ne -19V
QP Bias Ne -15V

4 Vysledky a diskuse

Pro validaci metody a ovéfeni spravnosti metody byl pouzit soubor paralelnich vzorkd,
slepych pokusti, internich referencnich materialti a certifikovaného referencniho materialu.

V tabulce ¢. 2 jsou uvedeny vysledky ziskané analyzou -certifikovaného referenc¢niho
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materialu WT-M (kal z ¢istirny méstskych odpadnich vod), kde obsah selenu je uveden jako

informativni hodnota s rozsifenou nejistotou.

Tabulka 2. Vyluh v lu¢avce kralovské WT-M (mg/kg).

Prvek Certifikovano Nejistota Naméreno Nejistota

Se 2,70 0,95 3,22 0,44

Z analyz slepych pokust byly vypocitiny meze detekce (MD) a meze stanoveni (MS)
pro selen a dale zparalelnich stanoveni byly vypocitany hodnoty vnitrolaboratorni
opakovatelnosti (VO) a rozsitené kombinované nejistoty (N), v§e v programu EffiValidation
3.0 (viz. Tabulka 3).

Tabulka 3. Meze detekce, stanoveni, vnitrolaboratorni opakovatelnost a nejistoty

stanoveni.

Prvek MD (mg/kg) MS (mg/kg) VO (%) N (%)

Se 0,03 0,09 5 10
Zvalidovana metoda pak byla pouzita pro stanoveni selenu v pudach. Jednalo

se o vzorky odebrané v ramci Sestiletého cyklu bazalniho monitoringu pid, ktery provadi
UKZUZ. Pro Odbor bezpeénosti krmiv a pudy bylo celkem analyzovano 469 vzorkd pud.
Vysledky analyz jsou uvedeny v tabulce €. 4.

Tabulka 4. Obsahy selenu ve vzorcich pid (mg/kg).

Vzorek Se |Vzorek| Se |Vzorek| Se |Vzorek| Se |Vzorek| Se
1989 0,37 2083 0,48 2219 0,24 2607 0,32 3068 0,46
1990 0,29 2084 0,48 2220 0,24 2608 0,30 3069 0,42
1991 0,32 2085 0,20 2221 0,46 2609 0,29 3070 0,22
1992 0,29 2086 0,15 2222 0,44 2610 0,36 3071 0,19
1993 0,34 2087 0,38 2223 0,89 2611 0,38 3072 0,28
1994 0,36 2088 0,32 2224 0,77 2975 0,36 3073 0,23
1995 0,36 2089 0,56 2225 0,31 2976 0,37 3074 0,28
1996 0,25 2090 0,52 2226 0,27 2977 0,44 3075 0,25
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1997 0,38 2091 0,40 2227 0,96 2978 041 3076 0,28
1998 0,34 2092 0,37 2228 1,00 2979 0,35 3077 0,26
1999 0,31 2093 0,44 2229 0,99 2980 0,34 3078 0,58
2000 0,33 2094 0,40 2230 0,32 2981 0,42 3079 0,50
2001 0,34 2095 0,28 2231 0,32 2982 0,38 3080 0,43
2002 0,39 2096 0,29 2232 0,42 2983 0,50 3081 0,35
2003 0,28 2097 0,29 2233 0,72 2984 0,45 3082 0,33
2004 0,48 2098 0,22 2234 0,42 2985 0,38 3083 0,29
2005 0,49 2099 0,38 2235 0,36 2986 0,34 3084 0,64
2006 0,35 2100 0,38 2236 0,38 2987 0,28 3085 0,51
2007 0,29 2101 0,38 2237 0,38 2988 0,28 3086 0,35
2008 0,70 2102 0,34 2238 0,49 2989 0,43 3087 0,29
2009 0,65 2103 0,31 2239 0,45 2990 0,44 3088 0,37
2010 0,68 2104 0,32 2240 0,26 2991 0,25 3089 0,32
2011 0,37 2105 0,54 2241 0,23 2992 0,24 3090 0,25
2012 0,34 2106 0,49 2242 0,20 2993 0,66 3091 0,47
2013 0,35 2107 0,52 2243 0,21 2994 0,38 3092 0,44
2014 0,32 2108 0,47 2244 0,22 2995 0,38 3093 0,40
2015 0,33 2109 0,31 2245 0,18 2996 0,37 3094 0,29
2016 0,31 2110 0,32 2246 0,29 2997 0,36 3095 0,22
2017 0,31 2111 0,46 2247 0,29 2998 0,33 3096 0,56
2018 0,31 2112 0,48 2248 0,27 2999 0,33 3097 0,53
2019 0,77 2113 0,40 2249 0,24 3000 0,39 3098 0,43
2020 0,86 2114 0,39 2250 0,52 3001 0,43 3099 0,52
2021 0,36 2115 0,45 2251 0,45 3002 0,32 3100 0,46
2022 0,33 2116 0,42 2252 0,49 3003 0,29 3101 0,66
2023 0,27 2117 0,31 2253 0,45 3004 0,39 3102 0,56
2024 0,25 2118 0,37 2254 0,43 3005 0,34 3103 0,27
2025 0,21 2119 0,44 2255 0,34 3006 0,33 3104 0,28
2026 0,20 2120 0,47 2256 0,35 3007 0,34 3105 0,28
2027 0,34 2121 0,48 2257 0,39 3008 0,35 3116 0,23
2028 0,30 2122 0,32 2258 0,36 3009 0,38 3117 0,25
2029 0,32 2123 0,33 2259 0,41 3010 0,24 3118 0,33
2030 0,37 2124 0,30 2260 0,49 3011 0,24 3119 0,28
2031 0,28 2125 0,26 2555 0,33 3012 0,23 3120 0,25
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2032 0,32 2126 0,25 2556 0,35 3013 1,65 3121 0,26
2033 0,29 2127 0,54 2557 0,46 3014 161 3122 0,25
2034 0,26 2128 0,48 2558 0,46 3015 0,17 3123 0,31
2035 0,35 2129 0,43 2559 0,38 3016 0,45 3124 0,32
2036 0,32 2130 0,43 2560 0,38 3017 041 3125 0,33
2037 0,34 2131 0,81 2561 0,39 3018 0,20 3126 0,30
2038 0,87 2132 0,74 2562 0,34 3019 0,19 3127 0,30
2039 0,89 2133 0,39 2563 0,32 3020 0,31 3128 0,31
2040 0,85 2134 0,30 2564 0,81 3021 0,31 3129 0,16
2041 0,47 2135 0,30 2565 0,83 3022 0,33 3130 0,16
2042 0,33 2136 0,28 2566 0,84 3023 0,34 3131 0,17
2043 0,36 2137 0,23 2567 0,20 3024 0,39 3132 1,13
2044 0,30 2138 0,20 2568 0,40 3025 0,39 3133 1,21
2045 0,24 2139 0,34 2569 0,23 3026 0,41 3134 0,44
2046 0,23 2140 0,32 2570 0,24 3027 0,21 3135 0,43
2047 0,36 2141 0,31 2571 0,17 3028 0,21 3136 0,46
2048 0,34 2142 0,28 2572 0,15 3029 0,46 3137 0,36
2049 0,43 2143 0,28 2573 0,69 3030 0,52 3138 0,51
2050 041 2144 0,32 2574 0,65 3031 0,51 3139 0,30
2051 0,40 2145 0,34 2575 0,47 3032 0,48 3140 0,27
2052 0,48 2146 0,46 2576 0,14 3033 0,44 3141 0,24
2053 0,47 2147 041 2577 0,24 3034 0,19 3142 0,28
2054 0,46 2148 0,35 2578 0,30 3035 0,19 3143 0,33
2055 0,51 2149 0,37 2579 0,33 3036 0,31 3144 0,28
2056 0,37 2150 0,33 2580 0,38 3037 0,29 3145 0,38
2057 0,39 2151 0,32 2581 0,37 3038 0,32 3146 0,25
2058 0,40 2152 0,29 2582 0,41 3039 0,38 3147 0,36
2059 0,35 2153 0,30 2583 0,23 3040 0,47 3148 0,34
2060 0,36 2196 0,36 2584 0,25 3041 0,44 3149 0,30
2061 0,28 2197 0,39 2585 0,27 3042 0,52 3150 0,31
2062 0,28 2198 0,23 2586 0,25 3043 0,54 3151 0,22
2063 0,27 2199 0,19 2587 0,19 3044 0,22 3152 0,30
2064 0,49 2200 0,19 2588 0,20 3045 0,22 3153 0,30
2065 0,49 2201 0,22 2589 0,20 3050 0,47 3154 0,35
2066 0,34 2202 0,28 2590 0,16 3051 0,16 3155 0,27
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2067 0,35 2203 0,26 2591 0,22 3052 0,38 3156 0,29

2068 0,32 2204 0,32 2592 0,24 3053 0,28 3157 1,12

2069 0,29 2205 0,31 2593 0,31 3054 0,51 3158 121

2070 0,35 2206 0,32 2594 0,27 3055 0,40 3159 0,45

2071 0,31 2207 0,32 2595 0,44 3056 0,39 3160 0,43

2072 0,38 2208 0,26 2596 0,40 3057 0,36 3161 0,30

2073 0,37 2209 0,28 2597 0,35 3058 0,59 3162 0,29

2074 0,25 2210 0,24 2598 0,51 3059 0,52 3163 0,28

2075 0,23 2211 0,47 2599 0,45 3060 0,43 3164 0,70

2076 0,23 2212 0,48 2600 0,51 3061 0,42 3165 0,69

2077 0,24 2213 0,19 2601 0,40 3062 0,40 3166 0,68

2078 0,20 2214 0,21 2602 0,48 3063 0,36 3167 0,52

2079 0,45 2215 0,37 2603 0,33 3064 0,33 3168 0,45

2080 0,50 2216 0,39 2604 0,34 3065 0,25 3169 0,34

2081 0,16 2217 0,29 2605 0,32 3066 0,25 3170 0,30

2082 0,17 2218 0,30 2606 0,33 3067 0,22

5 Z.avér

Prokazalo se, Ze metoda ICP-MS v kombinaci s extrakci v lu¢avce kralovské je vhodna
pro stanoveni ,,celkového® (kyselinami extrahovatelného) selenu v padach. Je velmi rychla
a citliva, svelmi dobrymi parametry stanoveni jako jsou meze detekce (0,03 mg/kg)
a nejistota stanoveni (10 %). Obsahy selenu se ve vzorcich pid pohybovaly v rozmezi (0,14 —
1,65) mg/kg. Namétfené obsahy koresponduji suvadénymi primérnymi pfirozenymi
hodnotami obsahti selenu v pudach (0,01 — 2) mg/kg, pfi¢emz primérny obsah v hnojenych
zem&délskych pudach se uvadi kolem 0,4 mg/kg. Vysledky analyz byly pfedany Odboru

bezpecnosti krmiv a pidy k dalsimu hodnoceni.

Pro hodnoceni dostupnosti selenu z ptd rostlindm by bylo ziejmé vhodné doplnit stanoveni
o méné razantni metody extrakce, jako jsou napt. vodné vyluhy, vyluhy v 1M dusi¢nanu

amonném apod.
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Zavedeni metody stanoveni f-karotenu ve vybranych

odrudach pSenice

Radvana Sulovd

Ustiedni kontrolni a zkugebni astav zem&dglsky, Narodni referenéni laboratof,
Regionalni oddéleni Brno, Hroznova 2, 656 06 Brno
radvana.sulova@ukzuz.cz

1 Cil prace

Tato prace navazuje na piedchozi tkol, ktery se zabyval stanovenim B-karotenu, ale 1 dalSich
vybranych karotenoidii v ovoci, zeleniné a krmivech. Cilem prace je ovéfeni metody
na stanoveni obsahu B-karotenu a daliich karotenoidti metodou HPLC (CSN EN 12 823-2)
ve vybranych vzorcich pSenice. Tato stanoveni byla provedena na zZadost firmy Handcké osiva
a slouzi jako podklad k registra¢nimu fizeni dvou zlutomou¢nych odrid p$enice ozimé a jarni

pro Narodni odridovy ufad.

2 Uvod

Karotenoidy jsou zna¢né rozsifené Zluté, oranzové, Zluto-zelené a Cervené, pievazné lipofilni
pigmenty rostlin, hub, fas, mikroorganismu a také zivocicht a jako zasobni latky se ukladaji
Vv tukovych tkanich. Je znamo témeét 700 prirozené se vyskytujicich karotenoidnich pigmentd.
Za svoji barevnost vdéci fetézci konjugovanych dvojnych vazeb, ktery se vyskytuje

v nékolika zékladnich strukturach a jejich kombinacich.

Karotenoidy se déli na dv€ hlavni skupiny: karoteny a xantofyly (kyslikaté slouceniny

karotentl). Nejjednodussim zastupcem karotent je acyklicky polynenasyceny uhlovodik

v

lykopen. Nejznamé;jsi a nejrozsirené;si je B-karoten.
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Obrazek ¢&. 1. Strukturni vzorec B-karotenu.

Spolec¢né s lykopenem a se zastupcem xantofylli luteinem (obrazek ¢. 2) maji vyznamné
antioxida¢ni UCinky, tzn. ze zamezuji v organismu fetézovym oxidacnim pochodim, které

vedou ke vzniku riznych chorob, starnuti, atd.
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Obrazek €. 2. Strukturni vzorec luteinu.

Kvalitativni a kvantitativni sloZeni karotenoidii v analyzované zemédélské ploding zavisi
na mnoha faktorech, jako je druh a odrtda rostliny, sezona, stupeni zralosti, zpisob zpracovani
apod. Vzhledem Kk tomu, Ze roste zajem o zlutou pSeni¢nou mouku nejen pro vyrobu téstovin,
ale 1 peciva a dafi se vySlechtit Zlut¢ odridy s dobrymi technologickymi vlastnostmi
a dobrymi vynosy, prace byla zaméfena na zjisténi, které karotenoidy toto zbarveni zpiisobuji.
K analyzam byly vybrany nové vyslechténé odrudy Citrus (pSenice ozima) a Luteus (pSenice
jarni). Spotfebitelé Casto pozaduji naZloutlou barvu vyrobkil z mouky, ¢ehoz lze dosdhnout
pouzitim mouky s vyrazné&ji Zlutou barvou. Vysoky obsah Zlutych pigmentt (karotenoidit) byl
obsazen v puvodnich odrtidach obilovin (kolem 1000 pg karotenoidi/100 g), z nichz byly
vySlechtény ty souCasné. PSenice Triticum aestivum obvykle obsahuje jen asi
200 pg karotenoidi/100 g, coz znamena snizeni obsahu pigmentd proti pivodnim odradam
na pétinu. Genotypy s vysSim podilem Zlutych pigmentl uz téméf vymizely, protoZe typy bez
pigmenti maji podstatné vyss$i vynosy. Vyrazné¢ zluta je dodnes pouzivana diploidni
sjednozrnka® — Triticum monococcum, ktera ma vSak nizké vynosy a Vv dneSni dobé
uz nevyhovujici pekarské vlastnosti. Jeji péstovani se vyplati jen v mistech, v nichz jsou tak

jako tak vynosy nizké anebo v ptipad¢, Ze je zdkaznik ochoten zaplatit vySsi cenu.

Vyrazné zluté varianty se vyskytuji u tetraploidni pSenice durum — Triticum turgidum durum,

u niz v posledni dob¢ Slechtitelé z hlediska vynost doséhli znaénych pokrokii. PSenice durum
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je zakladni soucasti téstovin italského typu, avSak vzhledem k cen€ byva Casto i v té€stovinach
nahrazovana nebo michana s mékkou psSenici. Na druhé strané se rozsifuje vyuzivani pSenice
durum 1 pro vyrobu peciva, a to predevSim kvili zluté barve, ale i dalSim senzorickym,

vyzivovym a technologickym vlastnostem.

V soucasnosti je vSak pSenice pouzivand k vyrob& potravin tvofena z 90 % hexaploidni
Triticum aestivum, pfi¢emz puvodni druh pSenice $palda Triticum spelta L. tvofi jen nepatrny
podil. Nyni je Spalda povazovana za zdravéjsi alternativu Slechténé pSenice, proto je Casto
vyuzivanou plodinou v ekologickém zemédé€lstvi. I v ptipad¢ Triticum aestivum se v posledni
dobé podatilo vySlechtit odridy s vysokym obsahem Zlutych pigmenti a zaroven dobrymi
technologickymi vlastnostmi pro vyrobu peciva i téstovin a dobrymi vynosy i v mistech, kde
neni péstovani psenice durum mozné. V soucasnosti jsou k dispozici nasledujici zlutomoucéné
odridy psSenice ozimé - Caroti, Citrus, Yellow; a jarni - Luteus, Safrania. Odrida Luteus
se dobfe osvédcila 1 pfi pozdn&jSim podzimnim vysevu, odriida Safrania je velmi vhodna

1 pro pouziti do susenek a oplatek.

Hlavni podil karotenoidd tvoii lutein, ktery je vyznamnym antioxidantem a slouzi jako
dopliikovy pigment pii pienosu svételné energie na chlorofyl. Ackoli je obsah pigmenth
v zrnu, Krupici i mouce z ur¢ité odrudy pSenice stejny, vizualné/optickym méfenim se mouka
jevi jako nejméné Zluta vlivem rozdilné reflexe svétla. Na barvé té€stovin se vsak rozdil mezi
pozorovanou barvou krupice a mouky neprojevi. Pii pouZziti do peciva zplsobi ptirozené
10 % vajecnych zloutkii. Dal§im prostftedkem pouzivanym k dosazeni zluté barvy peciva

je kurkuma (9).

3 Material a metody

Pro ovéfeni a optimalizaci postupu byly pouZity vzorky dvou Zlutomou¢nych odrid pSenice
Citrus (pSenice ozima) a Luteus (pSenice jarni). Pro srovnani byla vybrana pozdni odriida
elitni — Akteur. Tyto vzorky byly vypéstovany ve tfech rliznych zemédé¢lskych vyrobnich
oblastech CR.

Vsechny vzorky byly pfed analyzou upraveny mletim. Jako metoda stanoveni byl zvolen
postup, ktery doporuéuje norma CSN EN 12823-2. Metoda byla &aste¢nd validovana.

Pro potvrzeni spravnosti byl analyzovan certifikovany referencni material BCR 485.
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3.1  Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.

1 Acetonitril, pro HPLC.

2 Metanol, pro HPLC.

3 Dichlormetan.

4 Butylhydroxytoluene (BHT).

5 Triethylamin.

6 Octan amonny, CH3COONHj.

7 Octan amonny, metanolicky roztok: c(CH3COONHy,) = 0,05 mol/l.

Ptiprava: Do 500ml banky se navazi 1,972g octanu amonného (6), rozpusti

se v metanolu (2) a doplni metanolem po znacku.
8 Mobilni faze.

Pfiprava: Smicha se 750 ml acetonitrilu (1), 200 ml metanolického roztoku octanu
amonného (7), 50 ml dichlormetanu (3) a ptida se 1g butylhydroxytoluenu (4)
a 0,5 ml trietylaminu (5). Roztok se promicha a odplyni v ultrazvukové 1azni a necha

se stat v uzaviené nadobé do druhého dne.

9 Hexan pro HPLC.
10 Hexan.
11 Etanol, ¢(C,HsOH) = 96 %, denaturovany benzinem.

12 Etanol, roztok, c(C,HsOH) = 35 %.
Piiprava: Smicha se 365 ml etanolu (11) a 635 ml vody (26).
13 Hydroxid draselny, KOH, etanolicky roztok, c(KOH) = 200 g/I.

Piiprava: 200 g hydroxidu draselného se rozpusti v etanolu (12), pifevede

se do 1000ml odmérné baiky a doplni po znacku.
14 Kyselina askorbova.
15 Ktemelina.
16 Hydrochinon.

17 Chelaton III.
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18 Chlorid sodny, NaCl, nasyceny roztok v etanolu.
Ptiprava: K 50 g chloridu sodného se ptida 100 ml etanolu (12).

19 Fenolftalein (indikator), etanolicky roztok.
Piiprava: Navazi se 1 g fenolftaleinu, rozpusti se v 80 ml etanolu (11). Roztok
se pfevede do 100ml odmérné batniky a doplni vodou (26) po znacku. Pfipraveny
roztok se 10 x ziedi vodou (26).

20 Siran sodny bezvody, Na;SO,.

21 Standardy s ¢istotou nad 97,0 %: B-karoten, lutein, a-karoten, lykopen, zeaxantin.

22 B-karoten, zasobni roztok.
Piiprava: Do 100ml odmérné banky se navazi (3 + 0,1) mg B-karotenu (21) a rozpusti
se ve 20 ml dichlormetanu (3). Odmérna banka se umisti do ultrazvukové lazné
priblizné na 30 s a poté se doplni hexanem (9) po znacku. Do 100ml odmérné banky
se napipetuje 10 ml tohoto roztoku a doplni se po znacku hexanem (9). 1 ml tohoto
roztoku obsahuje 3 ug B-karotenu v hexanu/dichlormetanu (98 : 2) = (V: V). Zasobni
roztok se skladuje chranén pied svétlem pii teploté pod 4 °C.

Poznamka

1 Test pro urceni koncentrace a cistoty standardu: Na spektrofotometru se zméri absorbance
zasobniho roztoku f-karotenu pri vinove délce A = 453 nm a zarovern absorbance pri vinové
délce 340 nm, 483 nm. Poté se vypocita hmotnostni koncentrace p V ug/ml pomoci vztahu

A, x10°
2592
kde
Assz  je absorbance zasobniho roztoku pri A = 453 nm,
2592 je hodnota E;r,'”* pro S-karoten v hexanu,

Pomér Asssl Asqg musi byt vyssSi nez 15, pomér AssslPugs se musi pro cisty f-karoten
pohybovat v rozmezi (1,14 - 1,18).

23 [-karoten, standardni roztok.

Piiprava: 25 ml zasobniho roztoku B-karotenu (22) se odpaii do sucha na vakuové
rotaéni odparce pfi teploté neptevysujici 40 °C. Zbytek po odpafeni se rozpusti
ve 25 ml metanolu (2). Skladuje se v chladniéce pii teploté pod 4 °C, chranén pied

svétlem nejdéle po dobu 1 tydne. Kalibra¢ni standardni roztoky se pfipravi tak,
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ze do sady 10ml banck se pipetuje (1; 2; 3; 4; 6; 8) ml standardniho roztoku

B-karotenu a doplni se metanolem (2) po znacku.
Lutein, zasobni roztok.

Ptiprava: Do 50ml odmérné banky se navazi (1 = 0,1) mg luteinu (21) a rozpusti
se ve 20 ml dichlormetanu (3). Odmérna banka se umisti do ultrazvukové 1azné
piiblizné na 30 s a poté se doplni hexanem (9) po znacku. Do 100ml odmérné banky
se napipetuje 10 ml tohoto roztoku a doplni se po znacku hexanem (9). 1 ml tohoto
roztoku obsahuje 2 pg luteinu v hexanu/dichlormetanu (98 : 2) = (V : V). Zasobni

roztok se skladuje chranén pied svétlem pii teploté pod 4 °C.
Lutein, standardni roztok.

Ptiprava: 50 ml zasobniho roztoku luteinu se odpaii do sucha na vakuové rotacni
odparce pii teploté¢ nepfevysujici 40 °C. Zbytek po odpateni se rozpusti ve 25 ml
methanolu (2). Skladuje se v chladniéce pii teploté pod 4 °C, chranén pted svétlem

nejdéle po dobu 1 tydne.

Kalibraéni standardni roztoky se pfipravi tak, ze do sady 10ml ban€k se pipetuje
(0,5; 1; 2; 3; 4; 8) ml standardniho roztoku luteinu a doplni se metanolem (2)

po znacku.
Voda (deionizovana, demineralizovana nebo destilovana).

Referen¢ni material BCR 485 - lyofilizovana zeleninova smés.

Pristroje a pomiicky
Kapalinovy chromatograf Agilent 1100 s DAD.

Chromatografickd kolona Spherisorb ODS-2 (150 mm x 4,6 mm, 5 pm) nebo
obdobna ve spojeni s chromatografickou kolonou Grace Vydac 201 TP 54 (250 mm

x 4,6 mm, 10 pum) nebo obdobnou.
Rotaéni vakuova odparka.
Termovap.

Spektorofotometr (UV-VIS).
Kladivovy Srotovnik.

Analytické vahys ptfesnosti 0,01 mg.
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8 Ultrazvukova lazen.
9 Vodni ldzen s moznosti regulace teploty.

10 Papirové filtry stfedni hustoty.

3.3 Pracovni postup

Obsah vybranych karotenoidi se stanovi po alkalické hydrolyze vzorkti hydroxidem
draselnym a nésledné extrakci hexanem metodou vysokoucinné kapalinové chromatografie

(HPLC) se spektrofotometrickou detekci ve viditelné oblasti pii 450 nm.

3.3.1  Uprava vzorku

Vzorek pSenice se mele na kladivovém Srotovniku napi. MILL 3100 s velikosti ok sita

0,8 mm. Pti mleti nesmi dochazet k jeho zahtati. Poté se vzorek fadné promicha.

Vzorek se upravuje tésné pied zmydelnénim. Vzorky se chrani pied svétlem a UV zafenim.

3.3.2 Zmydelnéni

Do 250ml kulaté baiiky se zabrusem se navazi 15 g vzorku s pfesnosti na 1 mg a zalije
se 30 ml etanolu (11). Postupné se piida 1 g kyseliny askorbové (14), 1 g hydrochinonu (16),
1 g chelatonu 3 (17) a 70 ml etanolického roztoku hydroxidu draselného (13). Na bainku
se nasadi zpétny chladi¢ a umisti se do vodni 1azn€. Zmydelnéni probiha 45 min pii 80 °C
pod proudem dusiku. Po ukonceni zmydelnéni se chladi¢ oplachne 30 ml etanolu (12) a 30 ml

vody (26) a obsah banky se ochladi na laboratorni teplotu.

Poznamky

2 Antioxidanty (kyselina askorbova a hydrochinon) je nutné pridat do vzorku pred pridavkem
roztoku hydroxidu draselného. Aby se zabranilo nebezpeci oxidativniho katalytického
pusobeni stopovych mnozstvi kovii, je mozné pridat chelaton Il nebo sulfid sodny.

3 Priklady dalsich vhodnych zpiisobii zmydelnéni vzorku uvadi CSN EN 12823-2.

3.3.3  Extrakce

Do délici nalevky na 500 ml se v uvedeném poradi piida 30 ml nasyceného roztoku chloridu
sodného (18), zmydelnény roztok (3.3.2), ktery se prevede do délici ndlevky tak, aby pevny
podil ztstal v banice a prida se jesté 60 ml hexanu (10). Dé¢lici ndlevka se uzavie a tfepe
se manualné€ 3 min. Poté se obsah nalevky nechd rozd¢lit. Pevny podil v bafice po zmydelnéni
(3.3.2) se mezitim kvantitativné pievede do plastové kyvety a odstfed’'uje se pii 2500 ot/min

po dobu 10 min. Po rozdéleni fazi v prvni délici nalevce se spodni vodno-etanolicka faze
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pievede do druhé délici nalevky a horni organicka faze se prevede do sbérné de€lici nalevky
na 500 ml. K vodno-etanolické fazi se piida 15 ml nasyceného roztoku chloridu sodného (18),
supernatant po odstfedéni pevného zbytku a 50 ml hexanu (10). Druha d€lici nalevka se tfepe
po dobu 3 min. Po rozd¢€leni fazi se pievede organicka faze do sbérné délici nalevky a vodno-
etanolickd faze se tiepe opét s 50 ml hexanu po dobu 5 min. Po rozdé€leni fazi se spodni
vodno-etanolicka faze odstrani a organicka faze se pifida do sbérné délici nalevky.
K oplachovani zatky dé€lici nalevky se pouziva roztok ethanolu (12). Spojené extrakty
se proplachnou nejméné 2 x az 3 x 200 ml vody (26), pficemz dé€lici nalevkou se otaéi tak,
aby nedochézelo k tvorbé emulze. Promyva se tak dlouho, az promyvaci voda vykazuje
neutralni reakci na fenolftalein (19). Organicka faze se pfevede do Erlenmeyerovy banky
s kiemelinou (15) a siranem sodnym (20), zamicha se a necha stat do vyceteni. Poté se filtruje

do 200ml odmérné banky a doplni hexanem (10) po znacku.

3.3.4 Odpareni
Alikvotni ¢ast extraktu se odpaii na vakuové rota¢ni odparce za snizeného tlaku a pfi teploté
nepievysujici 40 °C. Zbytek po odpafeni se rozpusti v metanolu (2) tak, aby bylo dosazeno

koncentrace do 3 ug pB-karotenu a 4 ug luteinu v 1 ml roztoku.

3.3.5 Chromatografické stanoveni

Piiklad vhodnych chromatografickych podminek pro stanoveni karotenoidi metodou HPLC
uvadi tabulka 1.

Tabulka 1. Chromatografické podminky pro stanoveni karotenoidi.

Chromatograficka kolona Spojeni kolony Spherisorb ODS 2 (150 mm X 4,6 mm, Spm)
a kolony Vydac 201 TP 54 (250 mm x 4,6 mm, Sum)

Mobilni faze (8)

Teplota kolony 30°C

Pratok mobilni faze 1,5 ml/min

Injektovany objem 50 ul

Detekce 450 nm
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B-karoten, lutein, ptipadné dalsi karotenoidy (o-karotenu, lykopenu, zeaxantinu)
se identifikuji porovnanim retencnich casti pikli roztoku vzorku s retencnimi casy pikt

roztoku standardu (21).

Piky mohou byt identifikovany pfidavkem malého mnozstvi roztoku jednotlivych standarda

(21) k roztoku vzorku.

Pro kvantitativni stanoveni se pouzije metoda vnéjSiho standardu. Pfipravi se Sestibodova
kalibracni pfimka v rozsahu 0,2 pg/ml az 3,2 pg/ml pro lutein a 0,3 pg/ml az 2,4 pg/ml

pro B-karoten v extrakénim roztoku. Kontroluji se linearity kalibra¢nich piimek.

3.3.5 Vypocet

Obsah vybraného karotenoidu (mg/100 g vzorku) se vypocita z kalibra¢ni zavislosti. Sestroji
se graf zavislosti plochy piku vybraného karotenoidu na koncentraci v pozadovaném rozsahu.
Obsah vybraného karotenoidu ve vzorku se vypocte ze smérnice kalibraéni ptimky.

Obsah jednotlivych karotenoidl lze zjednoduSené vypocitat 1 podle vztahu

x 100

_ Agxe xVex Vg,
P U, xmxV, x1000

P obsah vybraného karotenoidu (mg/100 g),
As  plocha piku vybraného karotenoidu ziskané z roztoku vzorku,

Ast  plocha piku vybraného karotenoidu ziskané ze standardniho roztoku,

c koncentrace vybraného karotenoidu ve standardnim roztoku po korekci
na ¢istotu (ng/100 g),
m navazka vzorku (g),

Vs celkovy objem pracovniho roztoku vzorku (ml),

Vst nastiikovany objem pracovniho roztoku standardu (ul),
Vis  nastifikovany objem pracovniho roztoku vzorku (ul),
1000 konverzni faktor z ng na mg,

100 faktor pro vypocet hmotnostni koncentrace na 100 g.

3.4 Vysledky a diskuse

Pro ovéfeni a Caste¢nou validaci metody byly pouzity vzorky, které dodal Narodni odrudovy
ufad (NOU). Vzorky pSenice byly upraveny vyse popsanym zpusobem (kap. 3.3.1).
Jako optimalni se potvrdil postup stanoveni, ktery doporu¢uje norma CSN EN 12823-2.
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Byla pouzita metoda zmydelnéni. Méfeni bylo provedeno na HPLC s DAD detektorem.
Vzorky psenice, které vybral NOU pro stanoveni karotenoidii, obsahovaly pouze lutein
a stopy B-karotenu.

Obsah luteinu byl stanoven u certifikovaného referen¢niho materialu (27) a u dalSich
vybranych vzorkl. Velmi dobfe stanovitelny je obsah luteinu mimo vzorkii pSenice napf.
V ovsu pluchatém i1 nahém, tritikale jarnim 1 ozimém a kukufici (viz chromatogramy
v priloze 1).

Spravnost vysledkii byla potvrzena analyzou certifikovaného referenéniho materidlu
BCR 485. U uvedeného certifikovaného referencniho materidlu byla provedena jak piima
extrakce, ktera byla doporucend v dodaném materidlu, tak extrakce se saponifika¢nim
krokem. Stanoveny obsah Iluteinu vyhovoval deklarované hodnoté certifikovaného

referenéniho materialu.

3.4.1 Stanoveni valida¢nich parametri

Pomoci programu EffiValidation 3.0 byly stanoveny vybrané validaéni parametry.

Opakovatelnost
Ke stanoveni hodnot opakovatelnosti byly pouzity vysledky paralelnich méteni 9 redlnych
vzorkl pSenice. Vysledky jsou shrnuty v tabulce €. 3.

Tabulka €. 3. Opakovatelnost stanoveni sumy izomeri luteinu.

Analyt Opakovatelnost (s) Rel. op(a;kc))\gztelnost Diference R (s x 2,77)
R
Suma izomeru luteinu 0,018 6,35 0,05

Opakovatelnost je CSN EN 12 823-2 uréena normou pouze pro sumu [-karotend, ale je

srovnatelna 1 pro ndmi vypoctenou hodnotu opakovatelnosti pro sumu izomerua luteinu

Spravnost
Pro ovéteni spravnosti metody byl pouzit certifikovany referencni material BCR 485. Jedna
se o lyofilizovanou zeleninovou smés s deklarovanymi hodnotami pro jednotlivé karotenoidy.

Tabulka €. 4. Spravnost metody stanoveni sumy izomeri luteinu.

Ref. hodnota Nameéfteno Vytéznost .
Anal Hypotéza
4 (mg/kg) (mg/kg) (%) i
Lutein + zeaxantin 223+1,3 22.5+0,2 100,8 Ptijata

Analytickd metoda poskytuje statisticky spravné vysledky.
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Mez detekce a mez stanovitelnosti
Ze smérnice kalibra¢ni piimky a hodnot kolisani zakladni linie byly vypoc¢itany meze detekce
a stanovitelnosti.

Tabulka €. 5. Mez detekce a mez stanovitelnosti pro sumu izomeru luteinu.

) Mez detekce Mez stanovitelnosti
Anal Korelaéni koeficient
4 (ug/ml) (ug/ml)
Suma izomeru luteinu 0,999 0,006 0,02

Nejistota stanoveni

Relativni standardni nejistota a relativni rozSifena nejistota byly stanoveny z hodnot
paralelnich méteni jednotlivych vzorkii. Hodnoty nejistoty stanoveni obsahu sumy izomeri
luteinu jsou uvedeny v tabulce ¢. 6.

Tabulka €. 6. Nejistota stanoveni pro sumu izomeri luteinu.

Analyt Rozsitena standardni nejistota Rel. rozsifena nejistota (%)

Suma izomeru luteinu 0,03 11,41

3.4.2 Stanoveni obsahu karotenoidi ve vybranych vzorcich pSenice

U vybranych vzorkid pSenice ozimé Akteur - pozdni odriida elitni a dvou Zlutomouc¢nych
odrid psenice ozimé Citrus a jarni Luteus byl stanoven obsah karotenoidu podle postupu
normy CSN EN 12823-2. VVzorky obsahovaly lutein a stopy B-karotenu. Tabulka &. 7 nazorné
ukazuje srovnani obsahu sumy izomert luteinu klasické odridy Akteur a dvou
zlutomou¢nych odriad ve tfech vybranych zeméd¢€lskych vyrobnich oblastech uréenych pro

polni odrtidové zkousky UKZUZ.

Tabulka €. 7. Obsah sumy izomeri luteinu ve vybranych vzorcich pSenice.

Obsah luteinu (mg/100g)
Odrada Primérny obsah
Caslav Stanikov Jaroméfice
Akteur 0,15 0,14 0,18 0,16
Citrus 0,28 0,36 0,37 034
Luteus 0,37 0,33 0,23 0,31
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Caslav zkuSebni stanice v fepatské zemédéelské vyrobni oblasti,
Stankov zkuSebni stanice v obilnaiské zemédélské vyrobni oblasti,
Jaromérice nad Rokytnou zkuSebni stanice v bramboraiské zemédélské vyrobni oblasti.

Déle byly analyzovany 1 vzorky ovsa pluchatého, nahé¢ho, tritikale jarniho, ozimého

a kukuftice zrnové. (viz ptiloha 1)

[ ] wukufiéna-k
- fepaiska - R

| obilnafska - O » zkusebni stanice UKZUZ
- brambordiska -8 " Zkusebni misto jinych subjektd

[: picninafska - P

4 Z7.avér

Byla ovéfena metoda stanoveni karotenoidii v riiznych druzich obilovin podle CSN EN
12823-2 a provedena jeji Castecna validace. Spravnost metody stanoveni byla potvrzena
analyzou certifikovaného referen¢niho materialu BCR 485.

Na zaklad¢ podrobného prométeni vzorkil obilovin bylo zjisténo, ze hlavni podil karotenoidi

tvofi suma izomerd luteinu a dale se zde nachazi i stopy [3-karotenu.
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Z tabulky €. 7 je ztejmé, ze vzorky zlutomoucnych odriid pSenice ozimé Citrus a jarni Luteus

obsahuji 2 x vice luteinu nez pozdni odrida elitni Akteur.
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Piiloha 1

Chromatogram ¢. 1. Stanoveni vybranych karotenoidii v pSenici.
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Chromatogram ¢. 4. Stanoveni vybranych karotenoidii v kukufice zrnové.
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Plan obecného valida¢niho postupu pro analytické metody

pouzivané v laboratotich UKZUZ

Karel Fritsch

Usttedni kontrolni a zku$ebni ustav zeméde€lsky, Narodni referencni laboratof,
Regionalni odd¢leni Brno, Hroznové 2, 656 06 Brno
karel.fritsch@ukzuz.cz

Autor touto cestou dékuje Ing. Vitézslavu Centnerovi, Ph.D. za poskytnuti podkladi a za dalsi

cenné naméty v oblasti validace metod.

1 Uvod

Validace je potvrzeni ziskané prostiednictvim poskytnuti objektivnich dikazi, ze pozadavky
na specifické zamyslené pouziti nebo specifickou aplikaci byly splnény. Validace potvrzuje,
ze analyticky postup je schopen plnit pozadavky na néj kladené. Jinak feCeno, Ze metoda

poskytuje dostatecné presné a spravné vysledky.

Verifikaci 1ze chapat jako potvrzeni ziskané prostfednictvim objektivnich dikazl, ze udaje
o analytickych znacich poskytnutd vyrobcem, jinou laboratofi, nebo referenéni instituci jsou
v dané laboratofi s pouzitim konkrétniho méficiho systému dosazena. Nebo srozumitelnéji —
Verifikace je ovéfeni toho, Ze jiz validovana metoda (pfevzatd napf. z normy) poskytuje

vysledky s pozadovanou ptesnosti a spravnosti v podminkach vasi laboratofte.

Kdy je potieba validovat — kdyZ je nutné zjistit, zda jsou vykonnostni parametry metody

dostacujici k feSeni daného analytického problému. Naptiklad pfi

zavedeni normované metody (metoda se pouze verifikuje),

- zavedeni metody nové¢ vyvinuté laboratofi,

- porovnani dvou metod (nahrazeni stavajici metody novou metodou),

- prevzeti metody z jiné laboratofe nebo aplika¢niho listu dodavatele zatizeni,

- zasadni revizi stavajici metody,
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- kontrole zpiisobilosti metody v ptipadé, ze systém jakosti indikuje nestabilitu metody

V Case.

Pro¢ validovat — pokud ma byt analyticky vysledek povazovan za tak spolehlivy, aby na jeho
zéklad€ bylo mozné pfijimat nasledna rozhodnuti a opatfeni véetné finan¢niho nebo trestniho
postihu, je tfeba validovat (ovéftit) vykonnost analytické metody a odhadnout na dané hladiné
spolehlivosti nejistotu vysledku. Akreditace, neboli ufedni potvrzeni kompetence laboratofte,

vyzaduje pouzivani fadné validovanych metod v¢etné odhadu nejistoty.

Me¢fit s dostatecnou kvalitou je profesionalni povinnosti analytika.

2 Druhy validaci

2.1 Interni (vnitini) validace

Validace metody vramci jedné laboratofe. Podle ucelu validace — verifikace (validace
pfi pfevodu validované metody do jiné laboratote), validace prizkumové, validace plna,

kontrola zpiisobilosti metody nebo retrospektivni validace.

2.2 Externi (vnéjsi) validace

Validace metody srovnadnim vysledkti z vice laboratofi (kruhové testy). Vyhodnoceni

reprodukovatelnosti metody.

2.3 Verifikace (validace pri prevodu metody)

Interni validace pouZivana pii zavedeni metody vychéazejici z ndrodni (mezinarodni) normy
nebo byla validovana v laboratofi, ktera ji vyvinula. Metoda prosla validaci pfi schvalovani
normy nebo ve vyvojové laboratofi, a proto stac¢i ovéfit pouze zékladni validacni parametry

(ptesnost, spravnost, nejistotu a meze detekce a stanovitelnosti).

2.4 Pruzkumova validace

Interni validace, jejimz cilem je na omezeném poctu vzorkl stanovit, zda zvolena analyticka

metoda je vhodnym kandidatem pro plnou validaci.
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2.5 PlIna validace

Interni validace, jejimz cilem je demonstrovat vhodnost metody k zamySlenému pouziti

vyhodnocenim vSech pozadovanych validac¢nich parametrt.

2.6 Kontrola zpisobilosti metody

Interni validace, ktera ma potvrdit, Zze diive pIlné zvalidovana metoda nadale vérohodné
funguje. Obvykle zahrnuje kontrolu kalibra¢ni pfimky, tj. linearity a citlivosti, kontrolu

slepého pokusu a kontrolu rozliSeni (u separa¢nich metod).

2.7 Retrospektivni validace

Interni validace, jez je zaloZena na vyhodnoceni dfive namétenych dat. Ta obvykle umoziuji

pouze vyhodnoceni piesnosti, tj. opakovatelnosti, sttedni presnosti a reprodukovatelnosti.

3 Definice pouzitych pojmu

Analyticky postup

Dokument, popisujici schvaleny postup pro aplikaci analytické metody.

Validace analytické metody

Procedura, jejimz cilem je demonstrovat a dokumentovat kvalitu analytické metody
ustanovenim definovanych kriterii jako je pfesnost, spravnost, mez detekce apod., a meéfenim
hodnot téchto kriterii. Validace metody mé potvrdit zplsobilost metody k zamySlenému
pouziti.

Validovana vlastnost

Vlastnost, kterd je pfedmétem validace: koncentrace hlavni latky, koncentrace necistoty,

fyzikaln¢ chemicky parametr.

Valida¢ni planovani

Planovani validace s ohledem na poZzadovany typ validace, dobu ptredpokladaného pouziti
metody, rozsah validované vlastnosti, dostupnost referen¢nich materialii, moznost méteni
odezvy slepého pokusu, slozeni matrice, pocet potencialnich interferentli, pocet potencialné

vlivnych faktorti pro vyhodnoceni robustnosti metody apod.
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Validacni plan
Dokument shrnujici plan validace.

Validaé¢ni protokol

Souhrn primarnich dat ziskanych pii validaci metody.

Validacni zprava

Dokument shrnujici validaci jedné analytické metody.

4 Valida¢ni parametry

Pi'esnost

Charakterizuje rozptyleni vysledkli kolem priméru vzniklé v disledku pisobeni nahodnych
chyb, a to bez ohledu na to, zda primér je spravnym odhadem skute¢né hodnoty métené
veliCiny. V zavislosti na experimentalnich podminkach pii méteni existuji tfi typy presnosti:

opakovatelnost, stiedni presnost a reprodukovatelnost.

Opakovatelnost
Druh piesnosti stanoveny za podminek meéteni opakovatelnosti, tj. pii opakovani métfeni

stejnym analytikem na stejném pfistroji v co nejkratSim case.

Reprodukovatelnost
Druh piesnosti stanoveny za podminek méfeni reprodukovatelnosti, tj. pfi méfeni raznymi

analytiky, na riznych pfistrojich, v riznych laboratofich a v dlouhém casovém intervalu.

Stir‘edni presnost
Druh pfesnosti popisujici vysledky méfeni dosazené za podminek mezi podminkami

pro méteni opakovatelnosti a reprodukovatelnosti.

Spravnost
Spravnost metody charakterizuje shodnost namétenych vysledki s akceptovanou nebo
deklarovanou referen¢ni hodnotou. Pokud je rozdil mezi vysledky méfeni a referencni

hodnotou statisticky vyznamny, pak ma validovana metoda sklon a neni spravna.

Selektivita a interferenty
Selektivita je schopnost metody selektivné méfit validovanou vlastnost, tzn., ze vliv
potencialnich interferentli je nevyznamny. Pokud je vliv interferentti vyznamny, metoda neni

selektivni.
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Citlivost

Zména signalu vyvolana jednotkovou zménou validované vlastnosti (definice IUPAC), resp.
minimalni rozdil ve validované vlastnosti, ktery lze s analytickym stanovenim vérohodné
odlisit.

Linearita

Popisuje miru linedrni zavislosti mezi validovanou vlastnosti a méfenim (napt. absorbanci).

Robustnost
Charakterizuje odolnost metody v(¢i malym zménam v nastaveni experimentalnich

podminek.

Mez detekce
Minimélni hodnota, nad kterou lze odezvu vzorku vérohodné odliSit od odezvy slepého

pokusu, tzn., Ze nad ni lze provést kvalitativni stanoveni.

Mez stanovitelnosti

Minimalni hodnota, nad kterou Ize vérohodné provést kvantitativni stanoveni.

Rozsah

Rozmezi hodnot validované vlastnosti, v némz plati vyhodnocené valida¢ni charakteristiky.

RozliSeni

Charakteristika stupné rozliSeni pikd u separac¢nich metod.

Slepy pokus

Material (vzorek), jehoz koncentrace analytu je pod mezi detekce pouzité analytické metody.
Pouziva se jako analyticky vzorek s jmenovité¢ nulovym obsahem (mnoZzstvi, koncentraci)
méteného analytu ¢i slozky. Slouzi ke kompenzaci vlivu reagencii na vysledek méfeni a téz

ke kompenzaci vlivu matrice analytického vzorku.

RM

Referencni material - Materidl nebo latka, jejiz jedna nebo vice hodnot vlastnosti je
dostate¢né homogenni a dobfe stanovend, aby mohla byt pouzita pro kalibraci systému ¢i
pfistroje, posouzeni metody nebo kpfifazeni hodnot materialim. Primarni funkci

referenniho materidlu je "byt nositelem hodnoty".
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CRM

Certifikovany referenéni material - Referenéni materidl doprovazeny certifikatem, jehoz
jedna nebo vice hodnot vlastnosti jsou certifikovany postupem, ktery vytvaii navaznost
na spravnou realizaci jednotky, v niz jsou hodnoty vlastnosti vyjadieny a pro kterou je kazda
certifikovana hodnota doprovazena nejistotou pifi uvedené hladin€é spolehlivosti.

a zajisténi pravdivosti méteni ve zkuSebni laboratofi.

IRM
Interni referencni material - dostatecné homogenni material pfipraveny v laboratofi pro interni

fizeni jakosti. Od ostatnich RM se 1i8i tim, Ze Se u néj vyzaduje jen homogenita a stabilita.

MPZ
Mezilaboratorni porovnavani zkousek - organizace, provedeni a vyhodnoceni zkousek tychz
nebo podobnych pifedméti nebo materiali dvéma nebo vice laboratofemi podle piedem

stanovenych podminek.

5 Nejistota méreni

Je k vysledku meéfeni ptidruzeny parametr charakterizujici rozptyleni hodnot, které lze
odivodnéné  poklddat za  hodnotu  veliiny, ktera je objektem  méfeni.
Timto parametrem mize byt smérodatnd (standardni) odchylka nebo jeji dany ndsobek.
Nejistota méfeni obecné obsahuje tadu slozek. Né&které z téchto slozek mohou byt
vyhodnoceny ze statistického rozlozeni vysledkii méfeni a mohou byt charakterizovany
experimentalni standardni odchylkou (¢ili experimentalné ur€enym odhadem této standardni
odchylky). Zékladni kvantitativni charakteristikou nejistoty méfeni je standardni nejistota.
Je to standardni (smé&rodatna) odchylka veli¢iny, pro niZ je nejistota udavana. Oznaluje
se symbolem u (z anglického vyrazu uncertainity). Standardni nejistoty se podle zptsobu

svého vyhodnoceni d¢li na:

- standardni nejistoty typu A (oznaceni Up ), které jsou stanoveny z vysledki
opakovanych méfeni statistickou analyzou série naméfenych hodnot. Jejich pficiny
se povazuji za neznamé a jejich hodnota klesa s poctem méteni;

- standardni nejistoty typu B (oznaceni ug), které jsou ziskané jinak neZ statistickym

zpracovanim vysledkd opakovanych méfeni. Jsou vyhodnoceny pro jednotlivé zdroje

nejistoty identifikované pro konkrétni meéteni a jejich hodnoty nezavisi na poctu
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opakovani méteni. Pochazeji od riznych zdroji a jejich spolecné plisobeni vyjadiuje
vysledna standardni nejistota typu B.
V praxi se vétSinou nevystaci s jednim nebo druhym typem nejistoty samostatné. Pak je
zapottebi stanovit vysledny efekt kombinace nejistot méfeni obou typti, A 1 B, vyjadieny

kombinovanou standardni nejistotou.

- kombinovana standardni nejistota Uc se ziska slou¢enim standardni nejistoty typu A

s vyslednou standardni nejistotou typu B.

Pro standardni nejistotu typu A rovnou Up a vyslednou standardni nejistotu typu B rovnou ug

je pak kombinovana standardni nejistota u. rovna:

uelm)=fui(n)+u3(n) o

/TN

65 %

g

4|

Obr. 1. Hustota pravdépodobnosti normalniho (Gaussova) rozloZeni pravdépodobnosti.

Smérodatna odchylka (a tedy i1 standardni nejistota) veli¢iny x pfedstavuje u veliiny
rozdélené podle normalniho rozdéleni pravdépodobnosti polovinu §itky intervalu, v jehoz
stfedu leZi stfedni hodnota veli¢iny x a ve kterém s pravdépodobnosti pfiblizné 68 % lezi

kazda hodnota veli¢iny x. Tuto situaci znazorfiuje obr. 1.

i

1520

8%

HN-bxwO X KHT KM

Obr. 2. Hustota pravdépodobnosti rovnomérného rozloZeni pravdépodobnosti.
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Pokud je veli¢ina x rozlozena podle rovnomérného rozdéleni pravdépodobnosti a vime,

ze tato veliCina nepfekroci interval o Sifce 24y , budou vSechny hodnoty této veliCiny lezet

y iy

Vv interval okolo stfedni hodnoty.

V takovém piipad¢ je standardni odchylka této veli¢iny (Cili pfisluSnad slozka standardni

nejistoty typu B) rovna ﬁ}{/\B, jak plyne z vlastnosti rovnomérného rozdéleni

pravdépodobnosti. Graf rovhomérného rozdéleni pravdépodobnosti uvadi obr. 2.

Abychom zajistili, Zze v pasmu, jehoz Sifka je urCena nejistotou, lezi vétsi procento hodnot nez
napi. 68 %, pouzije Se interval o Sifce vEts$i neZ 2u, jehoZ stfedem je naméfend hodnota
métené veliCiny. Standardni nejistota se v takovém ptipadé vyndsobi Cislem, které se nazyva
koeficient rozsifeni k. Pro normalni rozdéleni k = 2 odpovida situaci, ze v pasmu 2 k u lezi
95 % meétfenych hodnot, k = 3 odpovidé situaci, ze v pasmu 3 k u lezi 99,7 % métenych

hodnot. Rozsifena nejistota (oznac¢ena U) je definovana jako soucin kombinované standardni

nejistoty (1) uc a koeficientu rozsifeni k, tedy vztahem

U=kxuc(y) (2)

~rw r

kde U je rozsifena nejistota, k je koeficient rozsifeni, u; je kombinované standardni nejistota
a y je méfend veliina. S rozsifenou nejistotou je nutno vzdy uvést Ciselnou hodnotu
pouzitého Cinitele rozsiteni k. Hodnota koeficientu rozsiteni byva nejcastéji 2, v praxi lezi
vintervalu < 2, 3 >.

v

V laboratotich je asto uZivana relativni roz§ifena nejistota udavana v %.

Nejistotu méfeni laboratoie lze jednodusSe vypoclitat z rozdilu vysledku paralelnich

stanoveni.
Standardni nejistota je

Y= ’Z(xil 'xi2)2
2k

Xi1 je  vysledek prvniho paralelniho stanoveni vzorku i,

kde

Xi2 vysledek druhého paralelniho stanoveni vzorku i,

k celkovy pocet vzorku.
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Relativni nejistota je
ur=100 xu/x (%)
kde

X je pramér vSech stanoveni.

Relativni rozSifena nejistota je
U=k x u

Pokud je kdispozici dostatetny pocet paralelnich stanoveni shromazdény za dostate¢né
dlouhy ¢asovy usek, je tato metoda vypoctu nejpiesnéjsi, protoze jejim vysledkem je skute¢né
dosazena redlna nejistota zahrnujici i slozky, které nelze matematicky vyjadrit (lidsky faktor).
V ptipadé, Ze neni k dispozici dostatecny pocet paralelnich stanoveni, je mozZzné nejistotu
vypocitat z opakovaného méfeni vzorkti na nékolika koncentraénich hladinach. Obvykle
se pouziva 6 opakovani vzorku na 3 koncentracnich hladinéch pokryvajicich rovnomérné cely

rozsah stanovovaného parametru.

Protoze je velikost nejistoty zavislad na koncentraci analytu, je nutné ji vy pocitat minimalné
pro 2 koncentra¢ni hladiny. Prvni hladina je od meze stanovitelnosti metody do jejiho
trojnasobku. Druha hladina je pro koncentrace vy$$i nez trojnasobek meze stanovitelnosti.
Pokud se vypoctené nejistoty v obou hladinach nelisi o vice nez 5 %, je mozné pouzit veétsi
Z nich pro vyjadfeni nejistoty pro cely koncentra¢ni rozsah metody. V nékterych ptipadech
je nutné rozdélit koncentraéni rozsah metody na vice intervali. Toto zavisi na Uvaze
a zkuSenostech analytika, ktery metodu validuje. Z divodu piehlednosti by pocet intervalt

nemél byt vétsi nez 5.

6 Obecny validacni plan

Postup pfi validaci analytické metody zavisi na fad¢ faktort, jako jsou

- existence mezinarodni (narodni) normy. Pokud existuje platna norma, metoda

se pouze verifikuje,
- existence specifickych legislativnich nebo jinych pozadavki na metodu,

- typ a cile validace (vnitini — vn&j$i validace, stanoveni vSech valida¢nich kritérii,

minimalni validace,
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- oblast pouziti metody (kvalitativni /kvantitativni analyza)

- zamys$lena doba pouzitelnosti (rutinni/jednorazova metoda).

Déle je tfeba zohlednit

jaké validované vlastnosti se sleduji (koncentrace hlavni latky, koncentrace necistot,

fyzikaln¢ chemické parametry),
dostupnost referencnich materiali a kruhovych testt,

slozeni matrice, pocet a druh potencidlnich interferentl (maji se detekovat —

kvantifikovat ?),

moznost méfeni odezvy slepého pokusu,

jaké zarizeni se ma pouzit (validace na jeden nebo vice piistroji),
zda se jedna o validaci v jedné nebo ve vice laboratofich,
pozadovany rozsah validované vlastnosti,

pocet potencialné vlivnych faktori pro vyhodnoceni robustnosti metody.

Obecny postup

Postup pii validaci metody lze shrnout takto

definice cili a rozsahu validace (verifikace) konkrétni metody, uréeni doby

pouzitelnosti metody,
definice valida¢nich parametri a kriterii — uréeni rozsahu (typu) validace,

planovani valida¢niho experimentu: pocet koncentracnich Grovni a pocet opakovani —

je zabudovano v software Effivalidation,
ovéteni spravné funkce pfiistroje,
kvalifikace materidlu: ¢inidel, rozpoustédel, skla, navaznost na standardy,

pruzkumova validace (v pfipad¢ netspéchu navrat do vyvoje metody nebo zmirnéni

pozadavk),

plnd validace (v pfipad€¢ nelGspéchu navrat do vyvoje metody nebo zmirnéni

pozadavk),

kontrola zpusobilosti systému pro ovétfeni spravného funkce metody pied rutinnim

pouzitim (regulacni diagramy),
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7

7.1

definice kriterii pro revalidaci metody,
vypracovani validacni zpravy,

sepsani/revize Standardniho opera¢niho postupu (nebo jiné tizené dokumentace)

popisujici rutinni pouziti zvalidované metody.

Dokumentace

Validacni plan

Valida¢ni plan ma obsahovat tyto udaje

7.2

identifikace normy nebo jiného dokumentu, ze kterého validovana metoda vychazi,
legislativni pozadavky na metodu nebo jeji vykonnost, pokud existuji,

typ a rozsah validace,

typ a slozeni matrice, pokud je slozeni matrice zndmo,

validované parametry,

pouzité CRM, IRM a ucast v kruhovych testech,

odhad minimalni akceptovatelné vykonnosti metody (opakovatelnost, mez
stanovitelnosti, nejistota) vychazejici z pozadavki normy, legislativy, zakaznika,
jméno pracovnika zodpovédného za provedeni,

termin dokonceni validace.

Validacni zprava

Validacni zprdva ma obsahovat tyto udaje

cil a ur¢eni metody,

seznam analytd,

typ latek a matric, pro které je metoda uréena,

seznam vSech chemikalii, Cinidel, referen¢nich materiall a standardii s udajem
o Cistote, dodavateli nebo s detailnim popisem piipravy,

postup na kontrolu kvality standardd a pouzitych chemikalii,

seznam zafizeni a poZzadavky na jeho funkénost/vykon,

detailni popis provedeni experimentu, véetné ptipravy vzorkt. Popis musi byt natolik

detailni, aby ho mohla zreprodukovat kompetentni osoba na obdobném pfistroji.
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parametry metody s dirazem na kritické parametry zjisténé pii vyhodnoceni
robustnosti,

statistick¢é vyhodnoceni metody,

postup pro kontrolu kvality metody pfi rutinnim pouziti (kontrola zpusobilosti
systému),

reprezentativni obrazky, napt. chromatogramy, spektra a kalibra¢ni kiivky,

limity pro pfijeti metody,

ocekavanou nejistotu vysledk,

kritické body metody, pokud se vyskytuji,

jméno osoby, kterd metodu vyvinula a zvalidovala,

odkazy na literaturu, pokud jsou,

shrnuti a zavéry,

schvalovaci seznam se jmény, funkcemi, daty a podpisy osob, zodpovédnych
za kontrolu a schvéaleni analytické metody,

dalsi komentate, pokud jsou potiebné.
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