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Spolahlivost kontroly dusi¢nanov v potravinovom retazci
I1. Posuidenie vhodnosti pouzivanych metod

KATARINA JANEKOVA - ALENA ORAVKINOVA -
TEREZIA SINKOVA - MILAN KOVAC

SUHRN. Posudzovala sa vhodnost analytickych metdd pouzivanych pri kontrole a monito-
ringu dusi¢nanov v potravinovom retazci v ramci Slovenskej republiky. Na zdklade ciele-
ne ziskanych informdcii v rdmci medzilaboratdrnych testov spdsobilosti vykonanych Stre-
diskom AQA v rezorte Ministerstva pddohospoddrstva SR v obdobi 1995-1997 sa vyhod-
notili parametre metdd, ktoré sa porovnali s poziadavkami Eurdpskej unie. Sprehladnili
sa tieZ parametre spolahlivosti medzindrodne odporicanych metdd stanovenia dusi¢na-
nov. Najviac medzindrodne odporicanych metdd je zalozenych na principe redukcie
dusi¢nanov na kadmiu a ich ndslednom fotometrickom stanoveni. Vysledky Studie pou-
kazuju na potrebu orientdcie na pouzivanie metdd overenych v medzinarodnych kolabo-
rativnych Stuidiach.

KIUCOVE SLOVA: dusi¢nany; vnutrolaboratérna kontrola; parametre analytickych metdd

Medzilaboratérne testy spdsobilosti umoznili vyhodnotit spolahlivost
kontroly dusi¢nanov v rdmci programov inSpekcie a monitoringu potravin
v Slovenskej republike. Vyhodnotenie vysledkov medzilaboratdrnych testov
za obdobie 1993-1998 ukdzalo, ze nizSia uspesSnost laboratdrii v testoch
na dusi¢nany je vSeobecny jav v ndrodnom i medzinarodnom meradle, pri-
¢om spolahlivost vysledkov je ovplyvnend mnohymi faktormi, medzi ktoré
patri aj vhodnost vyberu metddy podla typu vzorky [1]. V ramci analyzy pro-
blémov pri kontrole dusi¢nanov sa Rezortné stredisko AQA sustredilo
na posudenie vhodnosti pouzivanych metod.

Podla rozhodnutia Eurdpskej komisie laboratdrid podielajuice sa na kon-
trole a monitoringu maju mat zavedeny systém kvality a pouZivat metddy
podla vlastného uvaZenia, ktoré vyhovuju v§eobecnym poziadavkdm uvede-
nym v tabulke 1 [2]. Podla smernice 85/591/EHS [3] pre analytické metody
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TaBUIKA 1. PoZiadavky na analytické metddy pouzivané
pri kontrole a monitoringu dusi¢nanov v EU [2].

TABLE 1. Requirements on analytical methods used in EU
for inspection and monitoring of nitrates [2].

o Koncentrécia2 Odporucend hodnota3 Najvyssia povolend
1
Kritérium [mg.kg1] [%] hodnota* [%]
Slepy pokus’ celé rozpitie® zanedbatelnd® -
Vytaznosto celé rozpitie 90-110 -
celé rozpitic vypocitand z .Horw1tzovej dv0]na.sob0k. hodn.oty
rovnicel0 z Horwitzovej rovnicell

1 000 5,6 11,2

2 000 5,1 10,2
Zhodnost” RSDr

3000 4,8 9,6

4 000 4,6 9,2

5000 4.4 8,8

6 000 4,3 8,6

1 - criterion, 2 - concentration, 3 - recommended value, 4 - maximum permissible value, 5 - blank,
6 - recovery, 7 - precision, 8 - within entire range, 9 - negligible, 10 - calculated from equation of Horwitz,
11 - double of the value calculated from equation of Horwitz.

uplatiiované pri kontrole a monitoringu dusi¢nanov platia nasledujuice kri-

téria:

1. Metddy musia mat definovanu Specifickost, presnost, zhodnost, vnitrola-
boratérnu opakovatelnost a variabilitu medzilaboratornej reprodukova-
telnosti, detek¢ny limit, citlivost, rozsah pouZitelnosti, pripadne aj dalSie
vhodné ukazovatele.

2. Hodnoty zhodnosti musia pochddzat z kolaborativnej skusky, t. j. medzi-
laboratérneho testu vykonaného v silade s medzindrodne schvdlenym
protokolom (napr. ISO 5725/1981 ,,Precision of Test Methods®). Hodno-
ty opakovatelnosti a reprodukovatelnosti sa vyjadruji medzinarodne uz-
nanym sposobom (t. j. 95 % interval spolahlivosti podla ISO 5725 /1981).
Vysledky kolaborativnych skuiSok maji byt publikované alebo volne

dostupné.

Material a metddy

S cielom posudenia vhodnosti metdd, pouzivanych v skisobnych labora-
toriach na stanovenie dusi¢nanov, sa sustredili
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a) udaje o vysledkoch vnitrolaboratdrnej kontroly v jednotlivych laboratd-
riach SL AQA za obdobie 1994-1998,

b) informdcie o metddach analyzy uplatiiovanych v SL AQA,

c¢) informdcie o medzindrodne odporicanych a normovanych metédach
analyzy dusi¢nanov.

Vysledky vnitrolaboratdrnej kontroly pre jednotlivé metddy sa porovna-
li s deklarovanymi vSeobecne prijatelnymi hodnotami zhodnosti a presnosti
[2,4-6], o umoznilo vzdjomne porovnat spolahlivost metdd uplatiovanych
v SL AQA.

VSeobecne prijatelné hodnoty zhodnosti a presnosti metdd v zdvislosti
od hladiny koncentrdcie uvddzaju tabulky 2 a 3. Relativna smerodajnd od-

TABUIKA 2. VSeobecne prijatelné hodnoty zhodnosti analytickych metdd.
TABLE 2. Generally acceptable precision of analytical methods.

EU (93/256/EEC) USA Horwitz
Koncentricia! RSDx [2] Opakované RSDx [5] RSDg [2,6]

[%] analyzy? [4] [%] (%]
0,1 mg.kg-1 (0,1 ppb) - 43 - -
1 pgkgl (1 ppb) 45 30 <35 45
10 pgkg! (10 ppb) 32 21 < 20 32
100 pg.kgt (100 ppb) 23 15 <20 23
1 mg.kg'! (1 ppm) 16 11 <15 16
10 mg.kg'! - 7 - 11,3
100 mg.kg-! - 5 - 8
1 gkg! - 4 - 55
10 g.kg'! - 3 - 4
100 g.kg! - 2 - 3

1 - concentration, 2 - repeated analyses.

TaBUIKA 3. VSeobecne prijatelné hodnoty presnosti analytickych metdd.
TABLE 3. Generally acceptable accuracy of analytical methods.

Koncentrécial EU prijatelné rozpitie? [%]
< 1lpgkg! (1 ppb) -50 az +20
1ugkg!az 10 ng.kg! (1-10 ppb) -30 az +10
> 10 pg.kg! (10 ppb) -20 az +10

1 - concentration, 2 - acceptable range [%] in EU.
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chylka rastie so zniZujucou sa koncentrdciou analytu v matrici. Pri opakova-
nych analyzach vykonanych tym istym pracovnikom by sa mala dosiahnut
hodnota RSDy, ktord zodpoveda jednej polovici az dvom tretindim hodnot
EU pre RSD;. Hodnoty v tabulke 3 sa o¢akavaju v pripade, ak sa analyzuje
vzorka vo viacerych laboratdriach. V jednom laboratdriu sa o¢akdva lepsia
presnost - od jednej polovice do dvoch tretin uvedenych hodnot.

Hodnoty RSDr pri konkrétnych koncentrdciach dolezZitych pre ucely
monitoringu (t. j. 1000 az 6000 mg.kg1) sa vypocitali z Horwitzovej rovnice
(zhodnost RSD; sa mdze vypocitat ako 0,66 ndsobok zhodnosti RSDgr
pre urcitd konkrétnu koncentrdciu).

Vysledky a diskusia

Vniitrolaboratorna kontrola pri analyzach dusicnanov a dusitanov v SL AQA

Vnitrolaboratérna kontrola pri stanoveni dusi¢nanov a dusitanov sa
v SL AQA uskutociiuje formou regulaénych diagramov vyberového prieme-
ru, do ktorych sa zaznamendva strednd hodnota kontrolnej vzorky (KV)
z dvoch alebo viacerych nameranych hodndét. Kontrolnou vzorkou je bud
certifikovany referen¢ny materidl (CRM), referencny materidl (RM), najle-
pSie matricny, alebo interny RM, t. j. kontrolnd vzorka pripravend v labora-
tériu a spliajiica poziadavky na homogenitu a stabilitu. V pripadoch, ked nie
je k dispozicii vhodny CRM alebo RM (na trhu nie su pre tcely potravindr-
stva vhodné referencné materidly z hladiska kombindcie koncentracia analy-
tu/komodita), vykondva sa vnitornd kontrola pomocou standardného rozto-
ku sledovaného analytu. Tymto sposobom sa vSak sleduje iba konec¢nd faza
analyzy (samotné meranie).

Frekvencia zaradovania KV je v kazdom laboratdriu individudlna pre kon-
krétny pracovny postup a meranie. Koncentrécia sledovaného analytu v kon-
trolnych vzorkach sa pohybuje v blizkosti koncentracie realnych vzoriek, ako
aj pri hornej alebo dolnej hranici rozsahu metdédy, podla uvdZenia zodpo-
vednych pracovnikov.

Pri zohladneni idajov zo vietkych SL. AQA bolo priemerné rozpitie hod-
ndt RSDx (t. j. variacny koeficient VC) pre dusi¢nany v sledovanom obdobi
3,5 az 6,0 %. Pri porovnani pouzitych metdd s hodnotami RSD; sa ako
najmenej spolahlivd javi xylenolovd metdda. Tiito skutocnost potvrdzuje aj
neddvne preradenie xylenolovej metddy v rdmci Codexu Alimentarius
FAO/WHO z kategorie referencnych (typ II) do docasnych metdd (typ IV).
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Metody uplatriované pri analyze dusicnanov v SL AQA

Pri kontrole a monitoringu dusi¢nanov sa v jednotlivych SL analyzuju
rozne typy vzoriek (matric) a uplatfiuju sa rozdielne postupy. Pri stanoveni
dusi¢nanov a dusitanov v rastlinnych materidloch sa pouziva prevazne xyle-
nolovd metdda (kolorimetrickd metdda stanovenia dusi¢nanov ako aroma-
tickych nitroderivdtov), v rastlinnych aj v Zivo¢iSnych materidloch metdda
redukcie na kadmiu (kolorimetrickd metdda merania dusi¢nanov ako diazo-
farbiva), pripadne prietokovd injekénd analyza (FIA).

K dispozicii si parametre spolahlivosti, ktoré sa vyzaduju pri udelen{
akreditdcie, t. j. prevazne iba kombinovana neistota, stvisiaca so zhodnostou
danej metddy, a rozsah merania. Nedostatone su definované parametre
nevyhnutné pri validdcii metdd (opakovatelnost, reprodukovatelnost, linea-
rita, citlivost, selektivita a pod.). Zrejmé je Siroké rozpitie kombinovanych
neistdt Uc pre konkrétne metddy v laboratdriach (napr. xylenolovd od 3 %
do 20 %). Hodnoty medz{ stanovenia LOQ sa taktiez Ii§ia. V pripade FIA
sa pohybuju od 1,6 mg.kg! do 68,25 mg.kg'l, v pripade xylenolovej metddy
od 24,9 mg.kg! do 171,18 mg.kg-1.

Hodnoty RSD: ako ukazovatela zhodnosti v rdmci laboratdria su
navzdjom porovnatelné. Su porovnatelné aj s medzindrodnymi normova-
nymi a odpori¢anymi metddami, ¢o potvrdzuje tabulka 4. KedZe hodnoty
RSD; vztahujice sa k metédam pouzivanym v SL. AQA sa ziskali z vysledkov
analyz vykondvanych prevazne na Standardnych roztokoch, ide iba o zhod-
nost merania, nie celého postupu zahrnujiceho upravu vzorky. PouZivané
metddy neboli validované prostrednictvom medzilaboratornych testov,
preto pre ne nejestvuji hodnoty RSDRr.

V tabulke 5 su uvedené parametre opakovatelnosti a reprodukovatelnosti
na dusicnany ziskané z MTS AQA za obdobie 1995-1997. Spracované su
jednotlivo pre xylenolovi metddu a pre metddu redukcie na Cd. Hodnoty
zhodnosti opakovatelnosti (RSDy), ako aj reprodukovatelnosti (RSDR)
oboch metdd, su porovnatelné.

V medzinarodnych medzilaboratérnych testoch sa rozdeluju metddy sta-
novenia dusi¢nanov (dusitanov) na:

- kolorimetrické metddy (xylenolovd, redukcia na Cd, prip. FIA),

- inStrumentédlne metddy (HPLC, iénovo-vymennd chromatografia),

- ostatné (potenciometria, kapildrna elektroforéza, enzymatické stanove-
nie, titrimetria).

V SL AQA sa stanovuju dusi¢nany a dusitany vylu¢ne kolorimetricky.

Pritom prdve inStrumentdlne metddy vykazuji v medzindrodnych testoch
vo vseobecnosti spolahlivejsie vysledky ako metddy kolorimetrické, co doka-
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TABUIKA 5. Parametre metdd vyhodnotené na zdklade MTS AQA

za obdobie 1995-1997.
TABLE 5. Parameters of methods evaluated from interlaboratory tests of AQA Centre
run in 1995-1997.

Koncen- RSD; RSDr
Test! s Vzorka3 - -
tracia (redukcia%) | (xylenol) | (redukcia) | (xylenol)
NL kalerdb® 2,6 % 3,0 % 4,0 % 4,0 %
02/1995
NL kapusta’ 1,6 % 2,9 % 3,6 % 3,6 %
NL redkovka8 - - 2,9 % 2,9 %
04/1995
NL kel® - - 35 % 35 %
L petrzlenl0 2,6 % 2,9 % 6,4 % 6,2 %
01/1996 .
L suSené mlieko!! 6,6 % 8,6 % 10,3 % 8,9 %
01/1997 L fazulal? 18,4 % 12,4 % 9,6 % 9,3 %
Opakovatelnost!3 Reprodukovatelnost!4

NL - obsah dusi¢nanov je vyssi ako hodnota NPM v PK SR [26], L - obsah dusi¢nanov je nizsi ako hod-
nota NPM v PK SR [26], RSDr - relativha smerodajna odchylka opakovatelnosti, RSDr - relativna
smerodajna odchylka reprodukovatelnosti.

NL - nitrate content exceeds the maximum limit level defined by the Slovak Food Codex [26], L - nitrate
content is lower than the maximum limit level defined by the Slovak Food Codex [26], RSD: - repeatabi-
lity relative standard deviation, RSDR - reproducibility relative standard deviation.

1 - test, 2 - concentration, 3 - sample, 4 - reduction, 5 - xylenol, 6 - cohlrabi, 7 - cabbage, 8 - radish,
9 - savoy cabbage, 10 - parsley, 11 - milk powder, 12 - beans, 13 - repeatability, 14 - reproducibility.

zuju udaje uverejnené v predoslej asti ndSho ¢lanku [1]. Tieto metddy su vSak
finan¢ne, materidlne a niektoré i Casovo ndrocnejsie.

Medzindrodné normované alebo odporiicané metody na stanovenie dusicnanov
Codex Alimentarius FAO/WHO:
- ISO 4099 - v tvrdych, polotvrdych, mikkych a tavenych syroch (redukcia
na Cd a fotometria) [7]
- AOAC 976.14 - v syroch (redukcia na Cd a fotometria) - referen¢nd
metoda (typ II) [8]
Eurdpska organizdcia pre normalizdciu CEN, technickd komisia TC 275
(konec¢né ndvrhy noriem):
- CEN 12014-3 - v misovych vyrobkoch (spektrofotometrické stanovenie
po enzymovej redukcii dusicnanov na dusitany) [9]
- CEN 12014-4 - v mésovych vyrobkoch (i6novo-vymenna chromatografia)
[10]
- CEN 12014-7 - v zelenine a zeleninovych vyrobkoch (prietokova injekénd
metdda po redukcii na kadmiu) [11]
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Medzinarodnd organizdcia pre normalizaciu ISO:
- ISO 3091 - v mése a mésovych vyrobkoch (redukcia na Cd a fotometria)
[12]
- ISO 2918 - v mése a masovych vyrobkoch (redukcia na Cd a fotometria)
[13]
- ISO 6635 - v ovoci, zelenine a vyrobkoch z nich (redukcia na Cd a foto-
metria) [14]
AOAC:
- AOAC 976.14 - v syroch (redukcia na Cd a fotometria) [8]
- AOAC 935.48 - v mése (xylenolovd metdda) - doCasnd metdda (typ IV)
[15]
- AOAC 993.03 - v detskej vyzive (redukcia na Cd a fotometria) [16]
- AOAC 968.07 - v zivo¢isnom krmive (redukcia na Cd a fotometria) - defi-
ni¢nd metoda (typ I) [17]

- AOAC 973.31 - v nasolenom mise (redukcia na Cd a fotometria) [18]
Uradnd zbierka metéd SRN (metddy, ktoré sa v ramci EU povazuju za refe-
rencné)

- 01.00-36 - v mlieku a mliecnych vyrobkoch (xylenolovd metdda) [19]

- 07.00-12 - v méasovych vyrobkoch (redukcia na Cd a fotometria) [20]
08.00-14 - v idenindch (enzymova redukcia) [21]

- 26.00-1 - vo vyrobkoch zo zeleniny (HPLC, pripadne iénovo-vymennd

chromatografia) [22]

- 26.26-2 - v zeleninovych $tavdch (enzymova redukcia) [23]

48.03.05-1 - v zeleninovom pretlaku pre dojcatd a malé deti (enzymovd
redukcia) [24]

48.03.05-2 - v zeleninovom pretlaku pre dojcatd a malé deti (HPLC,
pripadne i6novo-vymennd chromatografia) [25]

Parametre spolahlivosti jednotlivych metdd su v tabulke 4. Z porovnania
postupov vyplyva, zZe najviac medzinarodne odporicanych metdd je zaloze-
n}?ch na principe redukcie dusiénanov na kadmiu a ich néslednom fotome-
nych metdd - od syrov cez maso, misové vyrobky, detsku vyzivu obsahujicu
maso, zeleninu, zeleninové Stavy aZ po zivo¢iSne krmiva. Chromatografické
metddy sa odportcaju pri zelenine, zeleninovych Stavach, detskej zelenino-
ve] vyzive a masovych vyrobkoch. Xylenolovd metdda sa odportica iba
pri mlieku a mlie¢nych vyrobkoch. Na porovnanie su v tabulkdch pri prislu-
Snych metddach uvedené aj hodnoty reprodukovatelnosti ziskané z testov
Strediska AQA.
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Zaver

Pri kontrole a monitoringu dusi¢nanov sa v jednotlivych skisobnych labo-
ratdriach analyzuju rozne typy vzoriek (matric), pricom sa uplatiiuju rozdi-
elne postupy. Vyber metdd vyznamne ovplyviiuje spolahlivost vysledkov.
Obmedzeny pocet laboratdrii v ndirodnom meradle a rozdielne materidlne
vybavenie su prekdazkou uskutocnenia kolaborativnej Studie na preverenie
urcitej metddy cielenej na odstranenie kritickych krokov pri analyze. Nebolo
by tiez vhodné preverovat postup v laboratdriach, ktoré nemaju skusenosti
s analyzou konkrétneho typu matrice. Vzhladom na potrebu harmonizicie
s EU je vhodné, aby sa laboratdria preorientovali na dosledné vyuzivanie
metdd odportiéanych v ramci EU, ktoré boli overené v medzinarodnych ko-
laborativnych Studiach.

Zoznam pouZitych symbolov a skratiek

AOAC (Association of Official Analytical Chemists) Zdruzenie uradnych analytick-
ych chemikov

AQA (Analytical Quality Assurance) zabezpecovanie kvality analytickych vysledkov

CEN (Comité européen de normalisation) Eurépska organizacia pre normalizdciu

CRM certifikovany referencny materidl

FIA (flow injection analysis) prietokovd injek¢nd analyza

ISO (International Standard Organization) Medzindrodnd organizacia pre normal-
izéciu

KV kontrolnd vzorka

LOQ (Limit of Quantification) medza stanovenia

MTS AQA  medzilaboratdrny test spdsobilosti organizovany Strediskom AQA

NPM najvyssie pripustné mnozstvo

PK SR Potravinovy kédex SR

r limit opakovatelnosti

R limit reprodukovatelnosti

RM referen¢ny materidl

RSD: relativna smerodajnd odchylka opakovatelnosti

RSDr relativna smerodajna odchylka reprodukovatelnosti

SL AQA skuSobné laboratérium zapojené do realizdcie AQA

TC (Technical Committee) technickd komisia

UzZM Uradnd zbierka metéd SRN

VC variacny koeficient
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Quality of nitrate control in food chain
I1. Assessment of used methods

JANEKOVA, K. - ORAVKINOVA, A. - SINKOVA, T. - KOVAC, M.:
Bull. potrav. Vysk., 39, 2000, p. 273-284.

SUMMARY. Analytical methods used for nitrate inspection and monitoring of food chain
in Slovak Republic were evaluated. Based on aimed information, as gained within the inter-
laboratory proficiency tests of the AQA Centre under the SR Ministry of Agriculture
in 1995-1997, characteristics of methods were evaluated and compared with the requirements
of the European Union. Characteristics of internationally recommended methods for nitrate
determination were reviewed. Most of the internationally recommended methods are based
on the principle of the reduction of nitrates on cadmium and their subsequent photometric
determination. The study demonstrates a need to introduce the methods approved by inter-
national collaborative studies.

KEYWORDS: nitrates; intralaboratory control; characteristics of analytical methods
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