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Cast 1.1
Metoda stanoveni koncentrace Cu, Cd, Pb a Se v kalibra¢nich roztocich
Plan nejistot



1 Uvod

Rada metod prvkové stopové analyzy patii z metrologického hlediska mezi relativni
mefici techniky, tedy metody zaloZené na porovnani nezndmého vzorku se sadou kali-
bra¢nich vzorkd o znamém obsahu. Pfedpoklada se, Ze rozdily ve sloZeni, formé apod.
mezi kalibracni sadou a jednotlivymi vzorky maji zanedbatelny vliv na vysledek
meéfeni. Rutinni kalibraéni procedura vyuzivd v tomto pfipad€ roztoky piipravené
fedénim jednoprvkovych zdkladnich roztokli (bézné nazyvané standardni roztoky).
Tyto roztoky si laboratofe mohou pfipravovat sami rozpousténim cistych chemikalii,
beézné jsou vSak komercéné dostupné roztoky fady vyrobctl a to v koncentracich obvykle
1 000 mg/l a 10 000 mg/l. Nekteré z nich mohou mit v zavislosti na postupu pfipravy i
statut certifikovaného referenéniho materialu. ProtoZe neexistuji Zadné narodni etalony
chemickych sloucenin a prvki, standardni roztoky by mély byt navdzany na jednotku
mol pomoci primarnich metod méfeni nebo by mély byt navazadny na roztoky
pripravované obecné uznavanou metrologickou autoritou.

Cilem této ¢asti projektu je jednak ovéfeni vybranych standardnich roztokli kovii
Ceské provenience (roztoky Cu, Cd a Pb o koncentraci 1000 mg/l a roztok Se o
koncentraci 10 000 mg/l; vyrobce Analytika, spol. s r.0.). Jedna se o materialy, které
maji statut Certifikovaného referencniho materidlu, pricemz vSak certifika¢ni osvédceni
je vydano na pfipravu téchto roztokd. Dalsim cilem studie je i vzéjemné porovnani
vhodnosti riznych metod ovéfeni. Pouzity byly primarni metody méteni - gravimetrické
stanoveni a izotopové ziedovani jednak skomer¢né dostupnym, jednak s
vnitrolaboratorné pfipravenym izotopoveé obohacenym roztokem a navazani na
metrologickou autoritu (NIST) pomoci atomové absorpéni spektrometrie s plamenovou
atomizaci. Tato metoda byla vybrano pro jeji vhodnou citlivost, kterd nevyzaduje
prilisné fedéni vzorkd a umoziluje tak minimalizovat nejistoty méfeni. Dosazené
nejistoty ovéfeni byly porovnany s nejistotou koncentrace testovanych standardnich
roztokd odhadnutou béhem procesu jejich piipravy.

2 Experimentalni ¢ast

2.1 Gravimetrické stanoveni
2.1.1 Instrumentace
Elektronické vahy Mettler AB 204 (Svycarsko).

2.1.2 Chemikalie a ¢inidla

Ke gravimetrickému stanoveni kovl byla pouzita tato organickd srdzedla:
sylicylaldoxim, 8-hydroxychinolin (ob& Fluka, Buchs, Switzerland) a kyselina
chinaldinova (Aldrich, Milwaukee, WI). Selen se sraZel pomoci siranu hydrazinia
Cistoty p.a. (Penta, Praha, CR). Pomocné chemikalie NHj, octan sodny, kyselina
octova, NaOH, HCI pouzité pii gravimetrickém stanoveni kovl a piiprave byly vsechny
Sistoty p.a. (Penta, Praha, CR)

2.1.3 Postupy [1]

Stanoveni Cd

100 ml roztoku Cd se po kapkach zneutralizovalo 10 %-nim NaOH do prvniho trvalého
zakalu, ktery se rozpustil v nékolika kapkach koncentrované CH;COOH. Cd se srazilo
10 ml 5 %-niho roztoku chinaldinanu sodného (5 g kyseliny chinaldinové v ca 50 ml
vody se zneutralizuje 10 %-nim NaOH na fenolftalein roztok se doplni na 100 ml).
Srazenina se odfiltrovala zvazenym sklenénym filtracnim kelimkem G4 a promyla a



splachla destilovanou vodou. SraZenina se vaZila po vysuSeni pii 120 °C. Pomér
M(Cd)/M(Cd(C1oHsNO3)2) ma hodnotu 0,24612. Spojeny filtrat a promyvaci voda (250
- 300 ml) byl okyselen 5 ml koncentrované HNO3 a timto roztokem byla vyplachnuta
kadinka, ve které se srazelo. V roztoku byl zbytkovy obsah Cd stanoven metodou
plamenové AAS.

Stanoveni Cu

50 ml roztoku Cu se po kapkach zneutralizovalo zfedénym NHjz (1 + 10) do prvniho
modrého zbarveni, ptidalo se 0,5 g CH3COONa a 0,5 ml koncentrované CH3COOH. Cu
se po kapkach srazila 25 ml 1 %-niho roztoku salicylaldoximu v 5 %-nim ethanolu. Po
sbaleni se srazenina odfiltrovala zvdZzenym sklenénym filtraénim kelimkem G4 a
promyla a splachla ledovou vodou. Srazenina se vazila po vysuSeni pfi 105 °C. Pomér
M(Cu)/M(Cu(C7HgsO2N);) ma hodnotu 0,18924. Spojeny filtrat a promyvaci voda (200
- 250 ml) byl okyselen 5 ml koncentrované HNO3 a timto roztokem byla vyplachnuta
kadinka, ve které se srazelo. V roztoku byl zbytkovy obsah Cu stanoven metodou ICP-
MS.

Stanoveni Pb

100 ml roztoku Pb se po kapkach zneutralizovalo 10 %-nim roztokem NaOH do
prvniho trvalého zakalu a okyselilo péti kapkami koncentrované CH3COOH. Po zahtati
k varu se Pb srazelo 100 ml horkého vodného roztoku 8-hydroxychinolinu (0,9 g latky
v 500 ml vody). Pomoci roztoku NHj 0,2 mol/l bylo upraveno pH roztoku na hodnotu
asi 9. Po 14 hodinach stani se srazenina odfiltrovala zvaZzenym sklenénym filtraénim
kelimkem G4 a promyla a splachla ledovou vodou. Srazenina se vazila po vysuSeni 105
°C. Pomér M(Pb)/M(Pb(CgHsNO),) ma hodnotu 0,41816. Spojeny filtrat a promyvaci
voda (300 - 350 ml) byl okyselen 5 ml koncentrované HNOj3 a timto roztokem byla
vyplachnuta kédinka, ve které se srazelo. V roztoku byl zbytkovy obsah Cu stanoven
metodou ICP-MS.

Stanoveni selenu

20 ml roztoku selenu se nafedilo destilovanou vodou na objem zhruba 50 ml, roztok byl
zneutralizovan ziedénym roztokem amoniaku (1 + 9) do mirného zdpachu amoniaku a
potom byl okyselen 1 ml zfedéné kyseliny chlorovodikové (1 + 9). Roztok se piivedl k
varu a selen se vyredukoval piidavkem asi 1 g siranu hydrazinia. Cerveny selen byl
zahfanim k varu pfeveden na Sedy selen, ktery se odfiltroval zvazenym sklenénym
filtraénim kelimkem G4. Po promyti horkou vodou byly ze srazeniny odstranény
matecné louhy trojnadsobnym promytim 96 % nim ethanolem. SraZenina se vazila po
vysuSeni 105 °C. Obsah zbytkového selenu ve filtratu a promyvacim roztoku byl
stanoven metodou ICP-MS.

2.1.4 Vypocet koncentrace
Vyslednou koncentraci daného prvku p(Me) Ize vypocitat jako soucet dvou prispévkii:

p(Me) = p,(Me) + Ap(Me) @

py(Me) je koncentrace ziskana gravimetricky:

p,(Me) = f-m, @ @

s



kde f je gravimetricky faktor, Vs je pipetovany objem analyzovaného roztoku a mg je
hmotnost srazeniny. Druhy ptispévek Ap(Me) je korekce na zbytkové mnozstvi kovu
rozpusténé ve filtratu a promyvaci vode:
V. -p.(Me

7 Pr ( ) (3)
Vi je objem filtratu a promyvaciho roztoku, pf(Me) je koncentrace prvku v tomto
roztoku.

Ap(Me) =

Stanoveni kazdého prvku bylo provedeno ¢tyfikrat, ziskana data jsou uvedena v tabulce
1.

Tabulka 1 Gravimetrické stanoveni prvkill v kalibra¢nich roztocich

Prvek Cd Cu Pb Se
Vs [mI] [99,97 49,97 99,97 19,99
f 0,24612 0,18924 0,41816 1
ms—1 [g] |0,4049 0,2643 0,2381 0,1993
ms — 2 [g] |0,4047 0,2641 0,2380 0,1995
ms— 3 [g] |0,4047 0,2642 0,2379 0,1997
ms — 4 [g] |0,4048 0,2643 0,2380 0,1998
po(Me) —1 [mg/I] | 996,9 1000,9 996,0 9972
pg (Me) -2 996,4 1000,1 995,6 9982
[mg/1]
pg(Me) -3 996,4 1000,5 995,1 9992
[mg/1]
pg (Me)—4 996,6 1000,9 995,6 9997
[mg/1]

po(Me) [mg/l] |996,6 1000,6 995,6 9986
S [mg/l] 10,24 0,36 0,34 11

Vi [ml] |245 190 330 185
o(Me) [mg/l] |21 0,037 1,6 0,45
Ap(Me) [mg/l] |51 0,11 5,4 4
o(Me) [mg/l] |1001,7 1000,7 1000,9 9990

Pfesny objem pipet pouzitych k odméfovani vzorku byl zjistén gravimetrickou
kalibraci, viz Tab. 2. Objem pipety byl ziskdn vynisobenim primémé hmotnosti
odpipetované destilované vody (n=5) koeficientem zahrnujicim jak hustotu vody, tak
vztlak vzduchu [2]:

V=km 4

Tabulka 2 Gravimetrickd kalibrace pipet

Pipeta 20 ml 50 ml 100 ml

t [°C] |22 23 22

K 1,003329 1,00352 1,003329
m-1 [a] 19,9141 49,7897 99,9339
m-—2 [a] 19,9180 49,7918 99,6809
m-—3 [a] 19,9165 49,7901 99,6095




m—4 [0] 19,9258 49,7913 99,6068
m-5 [0] 19,9202 49,7900 99,6423

m [9] 19,9189 49,7906 99,6347
s [a] 0,0044 0,0009 0,0300
sin [g] 0,0020 0,0004 0,0134
Vv [ml] 19,95 49,97 99,97

2.1.5 Vypocet nejistoty koncentrace

Pi#i vyhodnocovani nejistot je vyhodné zvlast vyhodnotit nejistotu vlastniho
gravimetrického
stanoveni py(Me) a nejistotu korekce Ap(Me). Pii odhadu nejistoty pg(Me) byla zvlast
vyhodnocena opakovatelnost a slozky nejistoty v opakovatelnosti nezahrnuté, viz Tab.

3.

Tabulka 3 SloZky nejistoty parametru py(Me)

Parametr Vyznam Slozka Standardni nejistota Zpisob zjisténi, poznamka
nejistoty
m hmotnost kalibrace vah | u,(m)=5-10"° vazeni kalibra¢niho zavazi
srazeniny 200 g poskytlo udaj
200,0010 g
u(mg)=Am/m
opakovatelnost nejistota obsazena
v opakovatelnosti stanoveni
Vs objem vzorku | kalibrace 20ml  u(Vs)=1,0-10" vypocteno z kalibraénich dat:
50ml  ul(Vy)=810" s(V)
=13.10* ulV,)=—=
100ml uVs)=1,3-10 ) N
opakovatelnost nejistota obsazena
v opakovatelnosti stanoveni
temperace zanedbatelna analyzovany roztok byl pied
pipetovanim vytemperovan
na 20,0 +£0,5°C
f gravimetricky Cd: u,(f)=4,8-10"° nejistota vypoétena z nejistot
faktor Cu: u(f)=3,2-10°° molarnich hmotnosti
Pb: u(f)=5,3-10"* jednotlivych prvkl [3]
Se: u,(f)=0
opakovatelnost Cd: s(og(Me)=0,24 mg/I experimentalng opakovanou
analyzy Cu: s(p(Me)=0,36 mg/l | analyzou (n=4)
Pb: s(04(Me)=0,34 mg/I
Se: s(py(Me)=11 mg/I

Kombinovana nejistota parametru py(Me) se da vypocitat podle vztahu:

~

s; . (Me)

u, (Me) = p, (Me)- \/’+ W2 (f) +ud (m) +ul (V)

n

Q)

Nejistotu korekce Ap(Me) lze odhadnout pomoci nasledujici tvahy: relativni nejistota
odméfovani objemti pomoci odmérného valce nepfevySuje hodnotu 0,02; odhad
relativni nejistoty stanoveni koncentrace pomoci ICP-MS [4] je opét 0,02, Kombinaci
téchto slozek lze proto relativni nejistotu odhadnout jako u.( Ap(Me))=0,03.




Tab. 4 shrnuje nejistoty obou slozek koncentrace p(Me) véetné kombinované nejistoty,
ktera byla vypoctena podle vztahu:

u, ©(Me) = [u’ b, (Me) +u’ €p(Me)_ (6)

Tabulka 4 Slozky nejistoty a kombinovana nejistota p (Me) [mg/l]

Prvek Cd Cu Pb Se
Parametr

py(Me) 0,19 0,18 0,57 5,6
Apy(Me) 0,15 0,01 0,16 0,1
o(Me) 0,3 0,2 0,6 6

2.2 Porovnani s jinym kalibracnim roztokem metodou FAAS

2.2.1 Instrumentace

Atomovy absorpéni spektrometr Avanta (GBC, Dandenong, Victoria, Australia)
Elektronické vahy Mettler AB 204 (Svycarsko).

2.2.2 Chemikalie a ¢inidla

Jako porovnavaci roztok byl pouzit certifikovany referenéni materidl SRM 3114 -
Copper Standard Solution (NIST, Gaithersburg, USA) s deklarovanym hmotnostnim
zlomkem 9,992+0,015 mg/g Cu. K okyselovani roztokt byly pouzita kyselina dusi¢na
(65%) cistoty Suprapur (Merck, Darmstadt, SRN). K ptipravé a fedéni vSech roztoku
byla pouzita destilovana demineralizovana voda (Milli-Q, Millipore, Bedford, MA,
USA).

2.2.3 Postupy

Gravimetrické Fedéni porovndvaciho roztoku

Koncentrace porovnavaciho roztoku SRM 3114 je pfili§ vysoka a pied pouzitim musi
z n¢ho byt gravimetrickym fedénim pfipraven pracovni roztok. Do pfedem zvazené 100
ml PE lahvicky se pfidd cca 20 ml fedéné kyseliny dusicné (2 % v/v) a lahvicka se
znovu zvazi. Do lahvi¢ky se pievede cely obsah 10 ml ampule s koncentrovanym
roztokem a lahvicka se znova zvazi. Poté se lahvicka doplni fedénou kyselinou
dusi¢nou na objem cca 100 ml a znova zvazi. Hmotnostni zlomek Cu v tomto roztoku je
priblizné 1 mg/g.

Piiprava roztokii pired méienim

Pracovni porovnavaci roztok se fedi semigravimetrickym zptisobem. Na misku vah se
postavi 100 ml odmérna batika s cca 20 ml fedéné kyseliny dusi¢né (2 % v/v) a vahy se
vynuluji. Pipetou se pfida 1 ml pracovniho porovnavaciho roztoku a zaznamena se jeho
hmotnost. Poté se odmérna barnka doplni po rysku fedénou kyselinou dusi¢nou.

Roztok testovaného vzorku se fedi volumetricky za soucasné kalibrace pipety.
Postupuje se tak, ze se nejprve odpipetuje 1 ml destilované vody o znamé teploté do
vazenky a zvazi se hmotnostni pfirtistek, poté se do 100 ml odmérné banky odpipetuje 1
ml testovaného roztoku a nakonec je jeSté jednou odpipetuje a zvazi 1 ml destilované
vody. Odmérna baiika se doplni po rysku fedénou kyselinou dusi¢nou.




Koncentrace Cu v obou roztocich by méla byt ptiblizné 10 mg/1.

Meéieni metodou FAAS
Absorbance zfedéného roztoku testovaného vzorku a zfedéného porovnavaciho roztoku
se mé&fi na atomovém absorpénim spektrometru za podminek uvedenych v Tab. 5.

Tabulka 5 Podminky FAAS stanoveni Cu na spektrometru GBC Avanta

Parametr Hodnota

Vinova délka 324,7 nm

Siika spektralniho intervalu 0,5 nm

Zhavici proud vybojky 3,0 mA

Korekce pozadi D, vybojka

Celkova doba integrace signalu 15s

Plamen C3H»-vzduch,
oxidac¢ni

Poloha hotaku kolmo na
optickou osu

2.2.4 Vypocet koncentrace

Ptiprava pracovniho porovnavaciho roztoku je popsana v Tab. 6. Vypoctem podle
vztahu

my; —m,

w,(Cu) = - w(Cu), (M

m, —m,
se urcil hmotnostni zlomek Cu v pracovnim roztoku, ktery mél hodnotu 1,082 mg/g.

Tabulka 6 Ptiprava pracovniho porovnavaciho roztoku

Parametr Vyznam Hodnota

m; hmotnost prazdné lahvicky 17,9079 g

m; hmotnost lahvi¢ky s pridavkem 33,8314 g
ziedéné kyseliny dusi¢né

ms hmotnost lahvicky po pfidavku SRM | 44,2268 g
3114

my hmotnost lahvicky po doplnéni 113,9588 g

w,(Cu) hmotnostni zlomek Cu v SRM 3114 9,993 mg/g Cu

Koncentrace Cu v testovaném roztoku p(Cu) se vypocte podle vztahu:

m-V, A4
v, Vs . 4, .
kde m je hmotnost odvazeného pracovniho porovnavaciho roztoku, Vi je objem
odmérné banky, do které byl odpipetovan testovany roztok, V; je objem odpipetovaného
testovaného roztoku a V3 je objem odmérné baiiky, do které byl odvazen pracovni
porovnavaci roztok, A; je absorbance testovaného roztoku a A, je absorbance
porovnavaciho roztoku. Analyza byla provedena celkem c¢tyrikrat. Objemy Vi a V3 mély
shodnou hodnotu 100 ml a objem V, mél hodnotu 1,000 ml, ostatni hodnoty a vysledky
jsou uvedeny v Tab. 7.

p(Cu) = w,(Cu)  (8)




Tabulka 7 Stanoveni koncentrace Cu metodou FAAS

Analyza |m [g] Ay Az p(Cu) [mg/l]

1 1,0155 0,0709 0,0773 107,1

2 1,0126 0,0792 0,0758 999,5

3 1,0119 0,0685 0,0754 995,3

4 1,0126 0,0687 0,0750 1003,6
p(Cu) 1001,4

S 51

1 ml pipeta slouzici k odméfovani testovaného roztoku (objem V3) byla béhem ptipravy
kalibrovana véazenim pipetovaného objemu destilované vody, podrobnosti viz kap.
2.1.4. Vysledky kalibrace jsou uvedeny v Tab. 8.

Tabulka 8 Gravimetricka kalibrace 1 ml pipety

[°C] [22°C

1,003329

[g] [0,9972

[9] [0,9982

[9] [0,9967

[9] [0,9963

[9][0,9961

3333|3137
|

|
OO WN -

[9] [0,9955

3

[g] | 0,9967

w

[g] | 0,00086

shn [g] | 0,00035

Vv [ml] [1,0000

2.2.5 Vypocet nejistoty koncentrace
Nejistota hmotnostniho zlomku Cu v pracovnim porovndvacim roztoku se vypocte
podle vztahu

u‘Vp(Cu)\zw . u’ ‘ZVZ(Cu):_F 2‘”2(”1)7+ 2-u’(m) ©)
=Y w2 (Cu) (my —m,)>  (m, _m1)2

Ma-li standardni nejistota hmotnostni zlomku Cu v SRM 3114 hodnotu 0,0075 mg/g a
odhadne-li se standardni nejistota vazeni u(m)=0,0001 g, ma standardni nejistota
hmotnostniho zlomku Cu v pracovnam porovnavacim roztoku hodnotu u(wp)=0,0008
mg/g.

Jednotlivé slozky nejistoty koncentrace p(Cu) jsou uvedeny v Tab. 9

10




Tabulka 9 Slozky nejistoty koncentrace p(Cu) stanovené metodou AAS

Parametr Vyznam Slozka Standardni nejistota Zpiisob zjisténi, poznamka
nejistoty
m hmotnost kalibrace vah | u/(m)=5-10"° kalibracni zavazi 200 g
odvazeného hodnota je zanedbatelna poskytlo udaj 200,0010 g
pracovniho u(m)=Am/m
porovnavactho | opakovatelnost nejistota obsaZena
roztoku V opakovatelnosti stanoveni
Vi V3 objemy 100 ml | kalibrace nejistota obsaZena
odmérnych Vv opakovatelnosti stanoveni
ban¢k (pro kazdou analyzu se
pouziva jina barka)
opakovatelnost nejistota obsaZena
vV opakovatelnosti stanoveni
temperace zanedbatelna roztoky v obou batnkach maji
shodnou teplotu, nejistoty se
navzdjem vykompenzuji
V, objem 1 ml kalibrace ur(V2)= 0,00035 vypocteno z kalibraénich dat:
pipety
u(Vz ) — S(VZ )
Jn
opakovatelnost nejistota obsaZena
vV opakovatelnosti stanoveni
temperace zanedbatelna analyzovany roztok byl pied
pipetovanim vytemperovan
na 20,0 +£0,5°C
wp(Cu) hmotnostni u(wy(Cu))=0, 0008 mg/g
zlomek Cu Cu
V pracovnim ur(wy(Cu))=0,00074
porovnavacim
roztoku
Ag; As nejistota obsaZena

v opakovatelnosti stanoveni

opakovatelnost
analyzy

s=5,1 mg/I

experimentalné opakovanou
analyzou (n=4)

Kombinovanou nejistotu koncentrace p(Cu) se da vypocitat podle vztahu:

u(Cu) = p(Cu)- \/
a jeji hodnota je 2,65 mg/l Cu.

n

=
u)

5. $(C +ul (V) +u? @, (Cu)_ (10)
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2.3 Stanoveni metodou izotopového zied’'ovani

2.3.1 Instrumentace

Hmotnostnim spektrometr s indukéné vazanym plazmatem Elan 6000 (Perkin — Elmer,
Norwalk, CT, USA) vybaveny Meinhardovym zamlZovaéem, cyklonickou mlznou
komorou a peristaltickym cerpadlem Gilson 212 pro nasavani vzorku. Jednd se o
hmotnostni spektrometr vybaveny kvadrupolovym analyzatorem ionta.

Elektronické vahy Mettler AB 204 (Svycarsko).

2.3.2 Chemikalie a ¢inidla

K izotopové zied’ovaci analyze Cu byl pouzit komeréné dostupny izotopoveé obohaceny
roztok Spike Solution Cu-65 firmy Merck obsahujici 9,87 mg/kg ®°Cu. Tento roztok
obsahuje 99,7074 % %°Cu a 0,2926 % ®*Cu. Dalsi izotopové obohaceny roztok **Cu byl
pFipraven rozpusténim kovové médi (ORNL, Oak Ridge, USA) obsahujici 99,7 % *Cu
a 0,3 % %Cu. K okyselovani roztokii byly pouZita kyselina dusina (65%) Gistoty
Suprapur (Merck, Darmstadt, SRN). K ptipravé a fedéni vSech roztok byla pouzita
destilovana demineralizovana voda (Milli-Q, Millipore, Bedford, MA, USA).

2.3.3 Postupy

Priprava izotopové obohaceného roztoku ORNL

Medény plisek o hmotnosti cca 12 mg byl odmastén methanolem, o€istén ve zfedéné
kyselin¢ chlorovodikové (1:1), oplachnut redestilovanou vodou a osuSen. OCistény
material byl zvazen v laboratotich CMI a v 25 ml PP kadince rozpustén v 10 ml ziedéné
kyseliny dusiéné (1:1). Pomoci redestilované vody se roztok prevede do predem
zvazené 125 ml PP lahvi¢ky, doplni na objem cca 120 ml a lahvicka s roztokem se
znova zvazi. Hmotnostni zlomek Cu v tomto roztoku je pfiblizné¢ 100 mg/kg.

Piiprava roztokii pied méienim

Izotopoveé obohaceny roztok se do smési piidava gravimetricky. Na misku vah se
postavi odmérna baika (100 ml v pfipadé roztoku Merck, 200 ml v pfipadé roztoku
ORNL) s cca 20 ml fedéné kyseliny dusi¢né (2 % v/v) a vahy se vynuluji. Pipetou se
prida izotopoveé obohaceny roztok (12 ml pracovniho roztoku Merck nebo 3 ml roztoku
ORNL) a zaznamend se jeho hmotnost. Testovany roztok se fedi volumetricky za
soucasné kalibrace pipety (0,5 ml v pfipadé analyzy s roztokem Merck, 1 ml v pfipadé
analyzy s roztokem ORNL. Postupuje se tak, Ze se nejprve odpipetuje destilovanad voda
o znamé teplot¢ do vazenky a zvazi se hmotnostni pfiristek, poté se do prislusné
odmérné baniky odpipetuje piislusny objem testovaného roztoku a nakonec je jesté
jednou odpipetuje a zvazi destilovana voda. Odmérna batika se doplni po rysku fedénou
kyselinou dusi¢nou. Koncentrace médi s pfirozenym izotopovym sloZenim je v obou
pfipadech 5 mg/l, koncentrace izotopové obohacené médi je pfiblizné€ 1,5 mg/l.

Meéieni metodou ID-MS

Intenzity obou izotopi Cu se zjiStuji méfenim spektrometrem ICP-MS za podminek
uvedenych v Tab. 10. Proto, aby se pfedeslo mnohonasobnému fedéni roztoku, méteni
probiha v analogovém modu detektoru. Pred méfenim se musi nékteré parametry méfeni
(hmotnostni kalibrace, dead time detektoru, napéti na iontové optice, prutok Ar
zmlzovatem) nastavit tak, aby se izotopovy pomér °Cu/®Cu  roztoku médi
S ptirozenym obsahem (korekéni roztok) co nejvice blizil teoretické hodnoté 2,2436.
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Tento roztok se proméfuje stiidavé s roztoky vzorkil pro uréeni korekce na hmotnostni
diskriminaci. Korekéni faktor na hmotnostni diskriminaci se vypocetl jako prumérna
hodnota ze tii méteni korekéniho roztoku métenych pred méfenim vzorkil, uprostied
série vzorkl a po skonceni méteni vzorkt. Jeho hodnota byla 0,9962.

Tabulka 10 Podminky ID-MS stanoveni Cu na spektrometru PE Elan 6000

Parametr Hodnota
Ptikon do plazmatu 1000 W
Doba odectu signalu (dwell time) 100 ms
Pocet skanil na opakovani (sweeps/replicate) |10

Pocet opakovani 30
Celkovy integracni ¢as pro kazdy isotop 30s
Me¢étené isotopy ®Cu, *Cu
Zpisob méfeni Odecet na vrcholu piku
Napéti na iontové optice 55V

AC Rod offset -105V
Prutok vzorku 1,0 ml/min
Pratoku Ar zmlzovacem 0,80 I/min
Dead time detektoru 35ns

2.3.4 Vypocet koncentrace
Pfiprava izotopové obohaceného roztoku z preparatu ORNL je popsana v Tab. 11.

Tabulka 11 Pfiprava izotopoveé obohaceného roztoku ORNL

Parametr Vyznam Hodnota
my hmotnost prazdné lahvicky 23,9754 g
m(Cu) hmotnost izotopové obohacené médi | 11,884 mg
m, hmotnost lahvi¢ky po doplnéni 145,4122 g

Hmotnostni zlomek Cu v tomto roztoku Worni(Cu) se vypocetl podle vztahu:

=™ @ q_ B 11
Won (C2) (my —my) - f oy « ( )
kde fymak je korekéni faktor na vztlak vzduchu a jeho hodnota je 1,00106. Obsah
necistot byl odhadnut tak, ze byly secteny hmotnostni zlomky stanovenych necistot
(0,0001 pro Ca a 0,0001 pro Si) a k nim byl pfiéten odhad obsahu ostatnich negistot
deklarovanych jako ,,méné nez“, ktery se vypocetl jako soucet vSech hornich limita
vydéleny deseti. Tento odhad byl soucasné zahrnut do nejistoty hmotnostniho zlomku
Cu v preparatu. Celkovy odhadnuty hmotnostni zlomek necistot v preparatu je 0,0012.

Hmotnostni zlomek médi v roztoku mél hodnotu 97,64 mg/kg.

Wncc“istoly ~

Koncentrace Cu V testovaném roztoku o(Cu) ziskana metodou izotopového zred’ovani
se vypocte podle vztahu:

Wizo (CU) My - g0 — | 'A63|zo: My (12)

p(Cu) =
V'AGCSN_f‘AGSN: MIZO
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kde wzo(Cu) je hmotnostni zlomek Cu v pouzitém izotopové obohaceném roztoku
(tfedény roztok Merck nebo roztok ORNL), mzo je hmotnost ptidavku tohoto roztoku,
V je pipetovany objem vzorku, f je méfeny izotopovy pomér korigovany na hmotnostni
diskriminaci, My je molarni hmotnost Cu s ptirodnim izotopovym slozenim, Mzo je
molarni hmotnost Cu v izotopové obohaceném materidlu, veli¢iny Ags jsou zastoupeni
izotopu %3Cu ve vzorku (index N) a v izotopové obohaceném materialu (index 1ZO), a
Aes jsou zastoupeni izotopu *Cu (index N) a v izotopové obohaceném materialu (index
1Z0). Hodnoty téchto parametrti jsou uvedeny v tabulce 12. Analyza byla provedena za
pouZiti obou izotopoveé obohacenych roztokti Cu a celkem ctytikrat s kazdym roztokem.
Experimentalni data a vysledky jsou uvedeny v Tab. 13 a 14.

Tabulka 12
Hodnoty parametri potiebnych pro vypocet koncentrace Cu stanovené metodou ID-MS

Parametr |Vyznam Roztok Roztok
Merck ORNL

Wizo hmotnostni zlomek Cu v izotopové 9,90 mg/kg | 97,64
obohaceném roztoku mg/kg

Ass1z0 izotopové zastoupeni *"Cu V izotopove 0,997074 0,997
obohaceném roztoku

As3izo izotopové zastoupeni *°Cu V izotopove 0,002926 0,003
obohaceném roztoku

Agsn izotopové zastoupeni ®5Cu ve vzorku 0,3083

Agan izotopové zastoupeni %3Cu ve vzorku 0,6917

Mn molarni hmotnost Cu s pfirodnim izotopovym | 63,546 g/mol
slozenim

Mizo molarni hmotnost Cu v izotopové obohaceném | 64,92194 | 64,9218
materialu g/mol g/mol

Tabulka 13 Stanoveni koncentrace Cu metodou ID-MS za pouziti izotopové
obohaceného roztoku Merk

Analyza Mizo [0] f o(Cu) [mg/1]
1 12,4327 1,2606 996,4

2 12,4292 1,2626 999,7

3 12,3934 1,2659 1002,7

4 12,4043 1,2658 1003,6
prumer 1000,6

S 3.3

Tabulka 14 Stanoveni koncentrace Cu metodou ID-MS za pouziti izotopove

obohaceného roztoku ORNL

Analyza Mizo [0] f o(Cu) [mg/l]
1 3,0502 1,1578 1004,2

2 3,0437 1,1573 1000,6

3 3,0476 1,1593 1005,4

4 3,0475 1,1560 999,5
pramér 1002,4

S 2,8
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Pipety slouzici k odméfovani testovaného roztoku (objem V) byla béhem pfipravy
roztokd kalibrovany vazenim pipetovaného objemu destilované vody, podrobnosti viz
kap. 2.1.4. Vysledky kalibraci jsou uvedeny v Tab. 15.

Tabulka 15 Gravimetricka kalibrace 0,5 ml a 1 ml pipety

Pipeta 0,5ml 1ml
t [°C] [21,5°C 21,5°C
k 1,003179
m-1 [0] 0,4984 0,9979
m-2 [0] 0,5001 0,9969
m-3 [0] 0,4987 0,9965
m—4 [0] 0,4983 0,9925
m-5 [9] 0,4982 0,9941
m [g] 0,49872 0,9956
S [9] 0,00074 0,00222
shn [g] 0,00033 0,00111
Vv [ml] 0,5003 0,9987

2.2.5 Vypocet nejistoty koncentrace

Nejistota hmotnostniho zlomku Cu vroztoku piipraveném z prepardtu ORNL se
vypocte podle vztahu

uz‘n(Cu)/_F 2-u*(m) (13)
m*(Cu)  (m, —m,)’

Ma-li standardni nejistota hmotnosti izotopové obohacené Cu u(m(Cu)) hodnotu 0,01
mg [7] a odhadne-li se standardni nejistota vazeni na analytickych vahach u(m)=0,0001
g, ma slozka standardni nejistoty hmotnostniho zlomku Cu v roztoku hodnotu spojena
s vazenim hodnotu 0,10 mg/kg. Dalsi slozka se nejistoty odpovida necistoté preparatu
Cu. Ma-li hmotnostni zlomek Cu v preparatu hodnotu 99,988+0,01, pak standardni
nejistota hmotnostniho zlomku Cu v roztoku ma hodnotu 0,05 mg/kg. Kombinaci
téchto dvou slozek 1ze dojit ke kone¢né nejistoté u(wWornL(Cu))=0,11 mg/kg.

u ‘VORNL (Cu):: Wornz (C1) - \/

Slozky nejistoty uplatitujici se pii odhadu koncentrace Cu v testovaném roztoku jsou
uvedeny v tabulce 16.
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Tabulka 16 Slozky nejistoty koncentrace p(Cu) stanovené metodou ICP-MS

Parametr | Vyznam Slozka Standardni nejistota Zpisob zjisténi, poznamka

nejistoty

Wizo hmotnostni zlomek Cu 0,08 mg/kg pro Merk udaj vyrobce (Merk)

V izotopové 0,11 mg/kg pro ORNL | vypocet podle rovnice 13 a
obohaceném roztoku kombinace s nejistotou obsahu
necistot (ORNL)

Mizo hmotnost ptidavku kalibrace vah | u,(m)=5-10"° kalibraéni zavazi 200 g
izotopoveé hodnota je zanedbatelna | poskytlo udaj 200,0010 g
obohaceného roztoku u(m)=Am/m

opakovatelnost nejistota obsazena
V opakovatelnosti stanoveni

Assizo izotopové zastoupeni 0,000013 pro Merk udaj vyrobce
Cu v izotopove 0,0001 pro ORNL
obohaceném roztoku

Asaiz0 izotopové zastoupeni 0,000013 pro Merk udaj vyrobce
3Cu v izotopove 0,0001 pro ORNL
obohaceném roztoku

Agsn izotopové zastoupeni 0,00075 viz [5]
®Cu ve vzorku

Agan izotopové zastoupeni 0,00075 viz [5]

%3Cu ve vzorku

Mn molarni hmotnost Cu s 0,002 viz [6]
ptirodnim izotopovym
slozenim

Mizo molarni hmotnost Cu 0,0002 g/mol pro Merk | tdaj vyrobce
v izotopové 0,00003 g/mol pro
obohaceném materialu ORNL

f naméfeny izotopovy nejistota obsaZena
pomér v opakovatelnosti stanoveni

Slozky nejistoty neobsazené v opakovatelnosti byly spojeny pomoci pocitacové
simulace [8] do spole¢né slozky U, ., (2(Cu)). Kombinovana nejistota koncentrace

se pak vypocte kombinaci této slozky a opakovatelnosti podle vztahu:

U(P(Cu)) = unon-rep (P(CU)) + 52 (p(Cu))/n

Vysledky vypocti jsou v tabulce 17.

(14)

Tabulka 17 Vypocet nejistoty koncentrace Cu metodou ID-MS

Parametr Roztok Merck Roztok ORNL
Upon_rep (P(CU)) | 8,2 Mg/l 1,2 mg/l
s(p(Cu)) 3,3 mg/l 2,8 mgl/l
u(p(Cu)) 8,4 mg/l 1,8 mg/l
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3 Shrnuti a diskuse vysledkt

Tabulka 18 a nésledné i obrazek 1 shrnuji dosazené vysledky oveétovani standardnich
roztokli a porovndvaji dosazené nejistoty s deklarovanym rozmezim koncentraci
standardnim roztoktl. protoze koncentrace Se v testovaném standardnim roztoku byla o
fad vyS$8i, nez koncentrace ostatnich prvkd, jsou pro zjednodusSeni vzajemného
porovnani v obrazcich 1 a 2 vynaSeny hodnoty koncentrace a nejistoty koncentrace
selenu vydelené deseti.

Tabulka 18 Souhrn dosazenych vysledkt, [mg/1]

Prvek Cd Cu Pb Se

Vzorek CZ90101N CZ90501N CZ90411N CZ905110N
Sarze 0007 0009 0007 0003
Deklarovana |1 00042 1 000+2 1 000+2 10 000+20
koncentrace

Gravimetrickd |1001,7+0,6 |1000,7+0,4 |1000,9+1,2 |9 990+12
analyza

Srovnani s PR 1001,445,3

NIST

ID — Merck 1 000,6+16,8

ID - ORNL 1002,4+3,6

wervr

NejdalezitéjsSim zavérem je ta skuteCnost, Ze ve vSech piipadech byla ovéfena
spravnost deklarované koncentrace standardnich roztokl. Z porovnani také vyplyva, zZe
vV podminkéach bézné chemicko-analytické laboratote se jako nejvhodnéjsi k ovéfovani
koncentrace standardnich roztokti osvéd¢ila gravimetrickd analyza, vyzaduje vSak
znacnou zrucnost a zkuSenost v provadéni analyz. Vysledky gravimetrickych analyz
vzdy lezely v intervalu rozSifené nejistoty deklarované koncentrace a  nejistoty
gravimetrické analyzy byly vZdy niZ$i neZ nejistota deklarované koncentrace. Z toho by
mohlo vyplyvat, ze dislednym ovéfovanim koncentrace standardnich roztokli by se
mohla snizit nejistota jejich koncentrace. Neni to vSak potfebné ani ucelné, protoze
deklarovana rozSifena nejistota koncentrace standardnich roztoki + 2 mg/l, tedy
relativni rozsifena nejistota + 0,20 %, je zcela dostatecna pro ucely béznych analyz.
Navic tato nejistota zahrnuje i vliv stdrnuti roztokd. Zajimavé je i porovnani
systematické a nahodné slozky nejistoty v obrazku 2. V tomto obrazku slozka
standardni nejistoty odpovidajici opakovatelnosti je jiz zohlediiuje to, ze vysledek
analyzy byl ziskdn jako primér Ctyf nezavislych opakovani. Z obrazku vyplyva, ze
pouze v ptipad¢ stanoveni olova nabyva systematicka sloZka nejistoty na vyznamu. Je
to zplisobeno zvysenou nejistotou gravimetrického faktoru v dasledku vyssi nejistoty
ptirodniho izotopového slozeni olova.

Oveéfeni standardnich roztokd srovnanim s metrologickou autoritou je postup, ktery
lze také aplikovat v bézné laboratofi. Kromé atomové absorpcni spektrometrie lze
pouzit i jiné robustni a nepfilis citlivé metody jako je napf. optickd emisni spektrometrie
s induk¢éné vazanym plazmatem. Kromé vysoké ceny primarnich roztok NIST je vsak
ur¢itou nevyhodou pomérné vysokd dosazend hodnota nejistoty vysledkt. Slozku
spojenou s opakovatelnosti vysledkl 1ze samoziejmé dostate¢né snizit vy$§im poctem
analyz, nezménéna zustavd vSak ale systematicka slozka nejistoty. Jeji hodnota je
uréena prevazné nejistotou vlastni koncentrace primarniho roztoku; relativni hodnota
roz§ifené nejistoty je zhruba + 0,15 %.
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Izotopové zied'ovani provadéné pomoci bézného hmotnostniho spektrometru a za
pomoci bézné dostupného izotopové obohaceného standardu se diky velmi vysoké
hodnot¢ nejistoty ukézalo jako metoda nejméne vhodné pro tcel ovérovani koncentrace
standardnich roztokd.

1020

1015 +

1010

1005 -

1000

p mgll
]
L 1]
He

'_
| o

995

990

985

Cu I-IS Merck Cu ID ORNL Cu NIST Cu grav. Cd grav Pbgrav Se grav/10

980

Obrazek 1 Porovnani dosazenych rozsifenych nejistot s deklarovanymi koncentracemi

Slozka nejistoty spojena s opakovatelnosti je opét vyssi nez v ptipadé gravimetrickych
analyz. Jeji snizeni souCasnym zvySenim poctu analyz je za predpokladu zachovéni
nizkého fedéni vzorku dosti nakladné: vySe popsanym postupem analyzy lze z jednoho
50 ml baleni izotopové obohaceného roztoku obsahujiciho cca 10 mg/kg Cu lze provést
pouze Ctyfi nezavislé analyzy roztoku obsahujiciho 1000 mg/l Cu. Pocet analyz lze
zvysit vyssim fedénim vzorku, které vSak muze vést k nechténému zvySeni nejistoty.
Velkym nedostatkem je vSak vysokd nejistota obsahu Cu v izotopové obohaceném
materialu Merck (relativni rozsifena nejistota £1,6 %). Certifikat doprovazejici material
bohuzel nedokumentuje zpiisob odhadu této nejistoty, podle prvniho pohledu se vsak
zd4 vysoce nadhodnoceny.

Druhy izotopové obohaceny roztok byl pfipraven piimo v laboratofi rozpusténim
izotopové obohacené kovové médi ORNL. Izotopové slozeni tohoto preparatu je velice
blizké roztoku Merck, ktery byl zfejmé pfipraven z médi stejného ptivodu. Koncentrace
tohoto roztoku byla vypoctena z navazky a odhadnuté Cistoty preparatu a nebyla jiz dale
ovéfovana. Slabinou tohoto postupu je dosti spekulativni odhad obsahu necistot a
zanedbani moznych chyb pii manipulaci s roztokem béhem jeho pfipravy, prednost je
nutno déavat izotopové obohacenému roztoku, jehoz koncentrace byla nasledn¢ ovéfena.
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9 B Systematické vlivy
B Opakovatelnost
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Obrazek 2 Porovnani nahodné a systematické slozky standardnich nejistot.
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Cast 1.2

Stanoveni kovu v biotické matrici metodou ICP-MS
Stanoveni Cu, Zn a Se v plné krvi
Plan nejistot
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1 Uvod

V této praci byl uéinén pokus propojit metrologii v chemii s rychle rozvijejicim
se oborem — metrologii v biologickych védach (biometrologie). Navaznost se v tomto
oboru fidi normou ISO 17511. Demonstrace ndvaznosti pro nékteré analysy se v této
normé stejna, jaka se pouziva v chemickych méfenich. Kovy ve slozitych biotickych
matricich jsou prikladem takovych analytt.

V této praci byla zvolena plna krev jako representant sloZzité biotické matrice.
Vybér kovii byl konsultovan s Ustavem klinické biochemie 1. LF UK. Je to i z toho
diivodu, Ze Metrologickéa a zkusebni laboratof VSCHT, které je piidruzenou laboratofi
CMI, se snazi rozsifit pole své piisobnosti do perspektivnich oblasti metrologie.

2 Instrumentace

Hmotnostnim spektrometr s indukéné vazanym plazmatem Elan 6000 (Perkin —
Elmer, Norwalk, CT, USA) vybaveny Meinhardovym zamlzovacem, cyklonickou
mlznou komorou a peristaltickym ¢erpadlem Gilson 212 pro nasavani vzorku. Jedna se
o hmotnostni spektrometr vybaveny kvadrup6lovym analyzatorem ionti.

Elektronické vahy Mettler AB 204 (Svycarsko).

Hmotnostnim spektrometr s indukéné vazanym plazmatem Elan 6000 (Perkin — Elmer,
Norwalk, CT, USA) vybaveny Meinhardovym zamlZzovaéem, cyklonickou mlZznou
komorou a peristaltickym cerpadlem Gilson 212 pro nasavani vzorku. Jednd se o
hmotnostni spektrometr vybaveny kvadrupolovym analyzatorem ionta.

Elektronické vahy Mettler AB 204 (Svycarsko).

3 Cinidla a standardy

Standardni roztoky Cu, Se a Zn o koncentraci 1000 mg.L'1 (Merck, Darmstadt,
SRN) byly pouzity k pfipravé pracovnich standardii obsahujicich 20 mg.L™ Cu, 5 mg.L"
! Se a 100 mg.L™ Zn. Pracovni standardy slouzily k pipravé kalibra¢nich standardi,
obsahujicich 40, 80 a 100 pg.L™ Cu; 10, 20 a 50 pg.L™ Se; 200, 400 a 1000 ug.L™ Zn.
Kalibracni standardy i reagen¢ni blanky byly spikovany roztokem, obsahujiciho
komponenty simulujici plnou krev: 6 g NaCl, 3,3 g NaNOs, 0,4 g KCI, 0,6 g
Ca(N03)2.4H,0, 6,6 g cysteine.HCL.H,0, 2,23 g FeCl;.6H,0, 0,07 g KBr. Roztok byl
doplnén vodou na 100 mL. Roztok indité soli (100 mg.L™ , Analytika, Praha, CR) byl
pouzit jako interni standard. Pro stabilizaci krve byl pouzit Triton X-100 (Aldrich,
Milwaukee, WI, USA).

4 Pracovni postup

Vzorky krve nebo plasmy byly zpracovany timto postupem: 1 mL 1% Tritonu
X-100 bylo pipetovano do 10 mL odmérné bariky, pfidano bylo 1 mL krve nebo plasmy,
7 mL vody a promichano. Poté bylo piidano 2 mL 0,14 mol.L™ HNO3 a 0,2 mL roztoku
In(111) o koncentraci 5 mg.L™. Roztok byl doplnén vodou po znacku. Roztok je stabilni
minimalné 2 dny. Poté byla provedena ICP-MS analyza. Parametry byly nasledujici:
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Parametr Hodnota
Ptikon do plazmatu 1000 W
Doba odectu signalu (dwell time) 50 ms
Pocet skanil na opakovani (sweeps/replicate) |20

Pocet opakovani 5
Celkovy integracni ¢as pro kazdy isotop 30s

Me¢ftené isotopy

%5Cu. 7'Se. °°7n

Zpisob méfeni

Odecet na vrcholu piku

Napéti na iontové optice 55V

AC Rod offset -105V
Prutok vzorku 1,0 ml/min
Pratoku Ar zmlzovacem 0,80 I/min
Dead time detektoru 35ns

VSechny vzorky byly méteny v duplikétech.

5 Odhad nejistoty méreni

5.1 Nahodné vlivy

Tabulka I RSD faktort ovliviujicich opakovatelnost méteni kovii metodou ICP-MS

Faktor RSD [%] Postup pti odhadu
Pipetovani 1 mL vzorku 0.30 Opakované vazeni pipetovaného
vzorku

Pipetovani 0.2 mL vzorku interniho | 0.33 Repeated weighing of pipetted

standardu volume of water

Mg¢feni intensity ICP-MS signalu 2.0 - 3.0 pro Cu |Opakované méfeni intensity signalu
3.0-4.0 pro Se |riznych vzorkd krve a plasmatu
2.5-3.5pro Zn

Experimentalni hodnota 1.7 - 2.0 for Cu | According to equation (1)

opakvatelnosti 2.5-6.0 for Se
2.1-25forZn

Hlavnim zdrojem nejistoty je opakované méfeni signalu. Tyto vlivy byly konstantni
Vv celém pouzitém koncentracnim rozsahu: (viz rozsah kalibracnich roztoku).
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5.2 Odhad kombinované nejistoty méreni

Tabulka II Hlavni zdroje nejistoty méteni

RSu [ %]
Cu Se Zn
Opakovatelnost 1.7-20 (25-6.0 [21-25
Systematické factory (interference) 0.4 0.5 0.4
Slope of calibration line 0.7 0.7 0.7
Combined uncertainty 19-22 |(26-6.1 [22-26

* RSD se vztahuje k obvyklé koncentraci prvka v plasmatu:
1000 ug.L™* Cu, 100 pug.L™ Se, 1 000 ug.L™* Zn

Z tabulky je patrné, Ze pii analyze slozité biotické matrice je dominantni slozka
nejistoty opakovatelnost méfeni ICP signalu. Ze zkuSenosti, které Metrologicka a
zkuSebni laboratof ma stimto méfenim, se dd toto tvrzeni zobecnit na jakoukoli
biotickou matrici.

vvvvvv

Pro ptipad vzorku, ktery je mineralizovan, je situace jednodu$si nebot’ méiime Cisté
roztoky kovovych iontd.
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Metoda méreni koncentrace arsenu
Plan nejistot
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Ovéreni obsahu As v oxidu arsenitém primarni metodou méreni
Coulometrie

1 Uvod
Coulometricka titrace - coulometrie za konstantniho proudu. Pfi této metod¢ se
titratni Cinidlo generuje elektrolyzou zikladniho elektrolytu konstantnim proudem
pfimo v titra¢ni nadobce - interni generace.
Reaguje-li stanovovana latka A s titranim ¢inidlem R dle rovnice:

aA + IR = AR,
pak mnozstvi stanovované latky vypocteme ze vztahu

na=1.t.alz.F.r,

NA-cevene latkové mnozstvi stanovované latky
T koeficienty stechiometrické reakce

| IR generacéni proud

| AT doba generace

Fon. Faradayova konstanta (F = 96 485,56 C/mol)
A pocet nabojii vyménovanych pii elektrodové reakci

2 Instrumentace

Coulometricky analyzator, model CA 1, je pfistroj, ktery vyuzivda moznosti
coulometrie za konstantniho proudu v kombinaci s metodou elektrometrické indikace.

Pristroj se skladd ze skiin¢ (elektronickd ¢ast analyzatoru), elektrolytické
nadobky a magnetického michadla. K pfistroji je pfipojen monitor a klavesnice.

V titra¢ni nadobce jsou umistény Ctyfi elektrody, dvé generacni (pracovni a
pomocna), dvé indikaéni, teplomér a pfivod inertniho plynu (dusik). Pracovni elektroda
je velkoplosna platinova elektroda. Pomocna elektroda je téZ velkoplo$na platinova
elektroda oddélena od analyzovaného roztoku solnym mustkem. Indika¢ni elektrody
jsou dvé velkoplosné platinové elektrody.

3 Cinidla

sublimovany As,O3 (ICP MS kontrola ne€istot, neobsahuje slou¢eniny Sb)
10%ni NaOH

3 M - H,S0O,4

0,1M - Kl

Na,CO3

0,5M - Na,SO,4

tfi tlumivé roztoky NaOH - KH,PO, (pH = 6 - 8)
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4 Pracovni postup

1. Kalibrace odmérného nadobi:
a) kalibrace 100 I" L pipety (firma Hamilton)
b) kalibrace odmérnych ban¢k

2. Nastaveni provoznich parametri na coulometrickém analyzatoru
Nastaveni analyzatoru nize uvedené parametry:

Pracovni elektroda: Pt / pozitivni
Pomocna elektroda: Pt

Typ indikace: amperometrickd
Indika¢ni ¢lanek: Pt - Pt

Genera¢ni mod: konstantni

Zpisob generace: kontinualni
Polarizacni napéti: U po. = 150 mV
Generacni proud, I;= 10,07 mA
Indikac¢ni proud, Iies: 50 T1A

Pocet vyménénych elektront: 2

Molarni hmotnost (As;03): 197,84 g/mol
Faradayova konstanta: 96 484,6 C/mol
Pocet otacek michadla: 800 otacek za minutu

3. Ptiprava roztoku As(l11) z As,O3

Do kadinky objemu 25 mL se diferenéné navazi 0,2506 g As,O3 (s pfesnosti na
0,1 mg). Navazka se rozpusti v 2,5 mL 10%niho NaOH, okyseli se 2,5 mL 3M - H,SO4.
Roztok se kvantitativné pievede do odmémé banky objemu 25 mL a doplni
destilovanou vodou po znac¢ku.

4. Ptiprava zasobniho roztoku KI (0,1M)

Do kadinky objemu 800 mL se navazi 16,6 g KI a 0,53 g Na,COs . Navazka se
rozpusti ve 400 mL destilované vody. Roztok se kvantitativné prevede do odmérné
bariky objemu 1000 mL a doplni destilovanou vodou po znacku.

5. Piiprava pomocného elektrolytu 0,5M - Na,SO4 (napli elektrody)

Do kadinky objemu 250 mL se navazi 17,75 g Na;SO,4. Navazka se rozpusti ve
170 mL destilované vody. Roztok se kvantitativné pievede do odmérné barky objemu
250 mL a doplni destilovanou vodou po znacku.

6. Tti tlumivé roztoky NaOH - KH,PO, (pH =6 - 8)

a) 0,1M - KH,PO,

Do kadinky objemu 600 mL se diferencné navazi 13,6091g KH,PO,. Navazka se
rozpusti ve 400 mL destilované vody. Roztok se kvantitativné prevede do odmérné
bariky objemu 1 1 a doplni destilovanou vodou po znacku.
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b) 0,1M - NaOH

Do kéadinky objemu 400 mL se navazi 2 g NaOH. NavaZzka se rozpusti ve 300
mL destilované vody. Roztok se kvantitativné pievede do odmérné banky objemu 500
mL a doplni destilovanou vodou po znacku.

¢) tlumivy roztok NaOH - KH,PO, pH = 6
28,2 mL 0,1M - NaOH a 250 mL 0,1M - KH,PO,4 do odmérné banky objemu
500 mL a doplni destilovanou vodou po znacku.

d) tlumivy roztok NaOH - KH,PO4 pH =7
147,7 mL 0,1M - NaOH a 250 mL 0,1M - KH2;PO4 do odmérné banky objemu
500 mL a doplni destilovanou vodou po znacku.

e) tlumivy roztok NaOH - KH;PO, pH = 8

234,25 mL 0,1M - NaOH a 250 mL 0,1M - KH,PO,4 do odmérné barky objemu
500 mL a doplni destilovanou vodou po znacku.

7. Slepy pokus
Hodnota slepého pokusu je informaci o obsahu reaktivnich necistot v pouzitych

chemikaliich. Odpipetuje se 25 mL 0,1M — KI a 10 mL tlumivého roztoku o pH = 6 — 8
(zékladni elektrolyt) do titracni nadobky.

Tlumivy roztok pH = 7: 5 méfeni pii riznych polarizacnich napétich Up = 100 , 120,
140, 150, 160, 180, 200 mV.

Tlumivy roztok pH = 6: 5 méfeni pfi polarizaénim napéti Up = 150 mV.
Tlumivy roztok pH = 8: 5 méfeni pfi polarizacnim napéti Up = 150 mV.

8. Vyhodnocovani titra¢nich kiivek

Grafické vyhodnocovani titra¢ni kiivky metodou nejmenSich &tverclh je soucasti
software pfistroje. Vybrané iseky pro prolozeni se zjist'uji manualn€, nejistota prolozeni
byla ur¢ena 5x opakovanym prolozenim stejné titracni kiivky.

9. Analyza vzorku — roztok As(I11)

Ze vzorku (roztok vznikly rozpusténim sublimovaného As,O3) odméfime 100
CL a ptiddme jej k zdkladnimu elektrolytu (25 mL 0,1M — KI a 10 mL tlumivého
roztoku o pH = 6 — 8). Provede se analyza a dale pokracujeme jako v bod¢ 8.
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5 Zpracovani namétenych dat

5.1 Kalibrace 100 1L pipety (firma Hamilton)

teplota v laboratofi: 19 °C

hustota vody pi teploté 19 °C - p = 0,998432 g.mL™ (ode&et z analytickych
tabulek)

m [g] melg] | VImL] | VIOL]
0.0989 | 0.0990 | 0.09916 | 99.1602

0.0992 0.0993 0.09946 | 99.4610

0.1008 0.1009 0.10107 |101.0652

0.1007 0.1008 0.10096 | 100.9650

0.1009 0.1010 0.10117 ]101.1655

0.1003 0.1004 0.10056 | 100.5639

0.1006 0.1007 0.10086 | 100.8647

0.0999 0.1000 0.10016 |100.1629

0.1011 0.1012 0.10137 |101.3660

0.1010 0.1011 0.10127 |101.2657

Mpramer. = 0.1003 g

Sm = 0.00076768 g

MKpramer. = 0.1004 g

Smk = 0.00076849 g
Vprimee=  0.1006  mL
sy = 0.0007697 mL
Vprimer=  100.60 DL
Sy = 0.77 OL

Vysvétlivky:

Mprtmer- - «-e-- e aritmeticky primér hmotnosti vody [g]

S e eeeeneenennn vybérova smérodatna odchylka hmotnosti vody [g]

MKprimér- -« -« - - - - aritmeticky primér hmotnosti vody zkorigovanych na vztlak vzduchu

[a]

SIMK e e eveennennenns vybérova smérodatna odchylka hmotnosti vody zkorigovanych na vztlak
vzduchu [g]

Vorimer-««vnene. aritmeticky primér objemut vody [mL]

SVeuteneaniaenns vybérova smérodatna odchylka objemi vody [mL]

Mo hmotnost vody [g]

MKeeeeeenennns hmotnost vody zkorigovana na vztlak vzduchu [g]

Vieioieeiennn objem vody [mL]
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5.2 Kalibrace odmérné baniky 25 mL

teplota v laboratofi: 22,5 °C

hustota vody pii teplots 22,5 °C - p = 0,997682 g.mL™ (odedet z analytickych
tabulek)

Mg+voDA Mvoba \%

Mg Mk
[9] [9] [a] [9] [mi]

17.7544 42.6706 24.9162 24.9426 | 25.0005

17.7416 42.6207 24.8791 24,9055 | 24.9633

17.7358 42.6750 24.9392 24.9656 | 25.0236

17.7604 42.6475 24.8871 249135 | 24.9713

17.7807 42.6642 24.8835 24.9099 | 24.9677

Mpromer. = 249010 G
Sm = 0.02583287 G
MKpramer. = 249274 G
Smk = 0.02586025 G

Vprﬁmér.: 24.98 mL
Sv = 0.03 mL

Vysvétlivky:

Mprtmer. - «-een e aritmeticky primér hmotnosti vody [g]

S eveneennennn vybérova smérodatna odchylka hmotnosti vody [g]

MKprimer- -« -« - - - - aritmeticky primér hmotnosti vody zkorigovanych na vztlak vzduchu
[a]

SMK- v e veneennenes vybérova smérodatnd odchylka hmotnosti vody zkorigovanych na vztlak
vzduchu [g]

Vorimer: - «vnene aritmeticky prumér objema vody [ml]

VA vybérova smérodatna odchylka objemil vody [ml]

Mo hmotnost vody [g]

MK hmotnost vody zkorigovana na vztlak vzduchu [g]

Viveiioieeiienan objem vody [ml]

MB+VODA- - -« - - -+ hmotnost odmérmné banky a vody [g]

MB.eeeennnnnnn. hmotnost odmérné banky [g]

MVODA- ««evvenne hmotnost vody [g]

5.3 Slepy pokus

Megfieni byla 5x opakovana v delSim casovém obdobi, kazda titracni kiivka byla 5x
opakovan¢ vyhodnocena.

Vybérova smérodatnd odchylka obsahuje tedy nejistotu vyhodnoceni a nejistotu
dlouhodobé reprodukovatelnosti.

pH | 60 | 70 | 80
t[s] | 803 | 8,78 | 896
s:[s] | 0,0018 | 0,0046 | 0,0027
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5.4 Méteni roztoku As(III) vzniklého rozpusSténim As,Os

Pro zjisténi dlouhodobé reprodukovatelnosti méfeni byla méteni 5x opakovana v delSim
casovém obdobi, kazda titra¢ni kiivka byla 5x opakované vyhodnocena.

pH 60 | 70 | 80
t[s] 199,20 | 199,08 | 199,40
s[s] 026 |00 |0,10
RSD[%] | 0,13 | 0,05 0,05

5.5 Vypocet hmotnostniho zlomku a rozsifené nejistoty

Rovnice méfeni

Ig '(tvzorek - tslepy )M 25

4Fm,V,
W....... hmotnostni zlomek As,O3
lg....... velikost genera¢niho proudu [A] (Ig = 10,07 mA)
tuzorek - - - . Cas odpovidajici konci titrace vzorku[s]
totepy - - - - - ¢as odpovidajici konci titrace slepého vzorku [s]
M....... molarni hmotnost As;O3 (M = 197,8414 g.mol™)
F.o.o..... Faradayova konstanta [96 485,56 C.mol™]
Voo objem alikvotu (V, =100 11)
my...... navazka sublimovaného As,03

Kragtenuv zpisob odhadu nejistot

V nasledujicich tabulkach jsou uvedeny Uplna schémata vypoctu hodnot hmotnostnich
zlomkd As;O; a rozsifené nejistoty. V nejistoté objemovych operaci jsou zahrnuty
prispévky na tepelnou roztaznost vody.
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Tabulka I Méfeni pii pH 6

Hmotnostni zlomek As,03

Vstupni data
pH=6 Iy 10.07 F 96 485.56
hodnota u Rsu

tuzorek  199.20 0.26 0.13% 199.46  199.20 199.20 199.20 199.20 199.20

Lstepy 8.03 0.0018 0.02% 8.03 8.03 8.03 8.03 8.03 8.03

M 197.8414 0.00051 0.00% 197.84 197.84 197.84 197.84 197.84 197.84

vV 24.98 0.034 0.14% 24.98 24.98 24.98 25.01 24.98 24.98

Va 0.1006  0.00077 0.77% 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10

my 0.2452 0.0001 0.04% 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25

w 0.999351 0.007841 0.78% 1.00071 0.9993416 0.999354 1.000711 0.99176 0.998944
0.001359 -9.41E-06 2.58E-06 0.00136 -0.00759 -0.00041

w 09.94%  0.78% 1.847E-06 8.854E-11 6.64E-12 1.85E-06 5.76E-05 1.66E-07 6.149E-05

1,56% k=2
index 3.0% 0.0% 0.0% 3.0% 93.7% 0.3%



Tabulka I Méteni pii pH 7

Hmotnostni zlomek As,O3

Vstupni data
pH=7 I 10.07 F 96 485.56
hodnota U Rsu

tuzorek  199.08 0.1 0.05% 199.18 199.08 199.08 199.08 199.08 199.08

tsiepy 8.78 0.0046  0.05% 8.78 8.78 8.78 8.78 8.78 8.78

M 197.8414 0.00051 0.00% 197.84 197.84 197.84 197.84 197.84 197.84

\Y 24.98 0.034 0.14% 24.98 24.98 24.98 25.01 24.98 24.98

V., 0.1006  0.00077 0.77% 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10

my 0.2452 0.0001 0.04% 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25

w 0.994803 0.007705 0.77% 0.995326 0.994779 0.994806 0.996157 0.987247 0.994398
0.000523 -2.4E-05 2.56E-06 0.001354 -0.00756 -0.00041

w 99.48%  0.77% 2.733E-07 5.782E-10 6.58E-12 1.83E-06 5.71E-05 1.64E-07 5.937E-05

1,54% k=2
index 0.5% 0.0% 0.0% 3.1% 96.2% 0.3%



Tabulka III Méfeni pti pH 8
Hmotnostni zlomek As,O3

Vstupni data

pH=8 I 10.07 F 96 485.56
hodnota U Rsu

tuzorek  199.40 0.1 0.05% 199.50 199.40 199.40 199.40 199.40 199.40

tslepy 8.96 0.0046  0.05% 8.96 8.96 8.96 8.96 8.96 8.96

M 197.8414 0.00051 0.00% 197.84 19784 197.84 197.84 197.84 197.84

\V 24.98 0.034 0.14% 24.98 24.98 24.98 25.01 24.98 24.98

V, 0.1006  0.00077 0.77% 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10 0.10

my 0.2452 0.0001  0.04% 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25

w 0.995535 0.007711 0.77% 0.996058 0.9955109 0.995537 0.99689 0.987973 0.995129
0.000523 -2.4E-05 2.57E-06 0.001355 -0.00756 -0.00041

w 99.55% 0.77% 2.733E-07 5.782E-10 6.59E-12 1.84E-06 5.72E-05 1.65E-07 5.946E-05
1,54% k=2

index 0.5% 0.0% 0.0% 31% 96.2% 0.3%



6 Zhodnoceni

Coulometricka titrace se ukazala byt vhodnou primarni metodou pro stanoveni As
v oxidu arsenitém i v roztocich, které se pfipravuji jako roztoky kalibra¢ni. As;O3 je jedna
z mala substanci, ktera se da pripravit v ¢istém stavu a slouzi tedy jako primarni standard
(PRM). Rozsifena nejistota vysledku je vyhovujici. Nejvétsim prispévkem k nejisté jsou
objemové operace, hlavné pipetovani alikvotniho podilu. Pokud bychom pouzily vahy s vyssi
tiidou presnosti a navazovali oxid arsenity pfimo do titra¢ni nadobky, snizila by se nejistota
podstatnym zptsobem.

Vysledek méfeni je zavisly na pH, coz svédci o tom, ze vytézek elektrodové reakce je
zavisly na podminkach méfeni.
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Cast 2
Metody stanoveni polyaromatickych uhlovodiki v biotické matrici
Odhad nejistot
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1 Uvod

skupin environmentalnich polutantt, které maji karcinogenni a mutagenni u¢inky. Dostavaji
se i do potravniho fetézce a jsou tedy i predmétem testovani shody potravinovych vyrobkl
s legislativnimi limity a specifikacemi.

Pro stanoveni spravnosti a rozsifené nejistoty vysledkt ¢asto chybi bohuzel relevantni
certifikované referenéni materialy. Cilem této prace je odhad nejistoty vysledkl stanoveni
PAU ve slozité biotické matrici — olivovém oleji. Tato studie musi pfedchazet snahdm o
ptipravu a certifikaci ¢eského referen¢niho materialu.

Pii analyze komplexni matrice a izolaci cilovych analytl jsou PAU spoluizolovany
s dalsimi slozkami matrice (v pfipadé olivového oleje jsou to hlavné lipidy). Tyto slozky by
negativné ovliviiovaly identifikaci a kvantifikaci PAU a proto musi byt pfed konecnym
ziskanim instrumentalnich signald odstranény. Efektivnim zplsobem je pouziti gelové
permeacni chromatografie (GPC) jako Cisticiho stupné, ktery ptredchazi HPLC stanoveni,
pripadné docisténi na sloupci silikagelu, které pfedchazi GC stanoveni.

2 Princip metody méfeni

PAU byly extrahovany z vhodné upravené matrice olivového oleje do organického
rozpoustédla. Separace PAU od piipadnych koextraktt se provadi pomoci gelové permeacni
chromatografie (GPC), popiipadé docisténim na sloupci silikagelu. PAU se stanovi pomoci
reverzni vysokoucinné kapalinové chromatografie s fluorescenéni detekci (HPLC/FLD) a
plynové chromatografie s hmotnostné spektrometrickou detekci (GC/MS). Analyty jsou
identifikovany a kvantifikovany na zakladé¢ porovnani s pfislusnymi standardy metodou
vnéjsitho standardu; pro eliminaci pfipadnych matriéni efektd, ztrat analyti béhem
analytického procesu apod. Ize alternativné vyuzit metodu izotopového zfed'ovani.

r wr

3 Experimentalni ¢ast
Piehled stanovovanych analytl je uveden v tabulce |

Tabulka I Piehled stanovovanych analyti

Phe Phenanthren CAS: 000085-01-800
Ant Anthracen CAS: 000120-12-700
Flt Fluoranthen CAS: 000206-44-000
Pyr Pyren CAS: 000129-00-000
B[c]FIn Benzo[c]fluoren CAS: 00000205-12-9
Bla]A Benzo[a]anthracen CAS: 000056-55-300
Chr Chrysen CAS: 000218-01-900
CP[c,d]P Cyklopenta[c,d]pyren CAS: 00027208-37-3
5-MeChr 5-Methylchrysen CAS: 00003697-24-3
B[b]F Benzo[b]fluoranthen CAS: 000205-99-200
BIK]F Benzo[k]fluoranthen CAS: 000207-08-900
B[jIF Benzo[j]fluoranthen CAS: 00000205-82-3
B[a]P Benzo[a]pyren CAS: 000050-32-800
DBJ[ah]A Dibenzo[a,h]anthracen CAS: 000053-70-300
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1[1,2,3-cd]P Indeno[1,2,3-cd]pyren CAS: 00000193-39-5

B[g.h,i]P Benzo[g,h,i]perylen CAS: 000191-24-200
DBJa,l]P Dibenzo[a,l]pyren CAS: 00000191-30-0
DBJa,e]P Dibenzo[a,e]pyren CAS: 00000192-65-4
DBJa,i]P Dibenzo[a,i]pyren CAS: 00000189-55-9
DB[a,h]P Dibenzo[a,h]pyren CAS: 00000189-64-0

3.1 Postup méfeni

Olej/tuk je nutné pred navazovanim vytemperovat na laboratorni teplotu, pfipadné zahtatim
rozpustit v susarné (zpravidla do 40 °C) a zhomogenizovat promichanim.

Z homogenniho vzorku oleje/kapalného tuku se navazi cca 2 - 3 g (s piesnosti na
0,001 g) do odmérné banky o objemu 10 ml a doplni chloroformem. Takto pfipravené
chloroformové roztoky mohou byt pfimo aplikovany na kolonu GPC.

Frakéni separace polycyklickych aromatickych uhlovodikti od koextrahovanych latek
(lipidti, pigmentll) se provadi pomoci gelové permeacni chromatografie (GPC) vyuzivajici
jako stacionarni fazi gel Bio-Beads S-X3. Extrakt je rozpu§tén v takovém mnozstvi
chloroformu (obvykle 10 ml) a je volen takovy objem nastfiku, aby mnozstvi koextrakt
nepiesahlo kapacitni moznosti kolony.

Jimana frakce, ktera odpovida eluci sledovanych analytd, je v rozmezi 15,5 - 30 ml.
Tato frakce se odpafi na rotacni vakuové odparce pravé do sucha nebo do posledni kapky;
pfipadny zbytek rozpoustédla se opatrné¢ odfouka jemnym proudem dusiku. Odparek se
rozpusti v acetonitrilu, pfevede do hnédé vialky acetonitrilem a analyzuje metodou
HPLC/FLD popiipadé GC/MS.

V piipadé analyzy pomoci GC/MS se dale provadi frakéni separace PAU od zbytkovych
interferujicich latek se provadi pomoci sloupcové adsorpcni chromatografie na silikagelu. Na
predmytou kolonu se pievede vzorek rozpustény v 1 ml hexanu. Eluce PAU se provadi smési
hexan-dichlormethan (75:25, v/v). Nasleduje odpafeni na rota¢ni vakuové odparce. Odparek
se rozpusti v toluenu, pfevede se do hnédé vialky a analyzuje metodou GC/MS.

Stanoveni PAU se provadi pomoci reverzni vysokoucinné kapalinové chromatografie s
fluorescen¢ni detekci (eluce gradientova: acetonitril-voda) a plynové chromatografie
S hmotnostné spektrometrickou detekci v rezimu ionizace narazem elektroni (GC-MS/EI).
Identifikace jednotlivych analyti se provadi porovnanim retenénich Casi s prislusnymi
standardy PAU. Kvantitativni vyhodnoceni je zalozeno na metodé vnéjsiho standardu (externi
kalibrace) porovnanim odezvovych charakteristik analytii (na zédkladé ploch nebo vysek pikl)
s prislusnymi standardy PAU pomoci kalibracni zavislosti sestrojené pro kazdy
z detekovanych analytt. V ptipadé GC/MS je kvantitativni vyhodnoceni je zalozeno také na
metod¢ isotopového zfed'ovani, tam kde je k dispozici pfislusny isotop. Kalibrace je
provadéna nejméné na tiech koncentracnich hladinach.

Schéma experimentalniho postupu je ukazano na nasledujicim obrazku:
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HPLC /FLD GC/MS

Uprava vzorku promichanim Uprava vzorku promichanim

Navazeni vzorku do odmérné banky Navazeni vzorku do odmérné banky +
pridavek 13C PAU

Doplnéni odmérné barky Doplnéni odmérné barka

po rysku chloroformem po rysku chloroformem

Precisténi vzorku na GPC Precisténi vzorku na GPC

Odpateni na RVO Odpateni na RVO

Pievedeni odparku do pfesného Pievedeni odparku do pfeného

objemu rozpoustédla objemu rozpoustédla

Identifikace / kvantifikace Precisténi vzorku na silkagelu
Odpateni na RVO

Prevedeni odparku do pfesného objemu
rozpoustédla

Identifikace / kvantifikace

3.2 Referen¢ni materialy

=1. Polycyclic aromatic hydrocarbons in coconut oil (refined coconut oil - spiked with 6+  Naformétovano: Odrézky a cislovani
PAH), CRM 458 (Community Bureau of Reference BCR, IRMM, Belgie) - certifikovan pro
vybrané PAU

certifikovana

hodnota standardni nejistota

PAU (ug/kg) (ng/kg)
Pyr 9,4 1,5
Chr 49 0,4
BIK]F 1,87 0,18
B[a]P 0,93 0,09
B[ghi]P 0,97 0,07
1[1,2,3-cd]P 1,00 0,07
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2. Polycyclic aromatic hydrocarbons in coconut oil (refined coconut oil - PAH free), CRM
459 (Community Bureau of Reference BCR, IRMM, Belgie)

3. Roztoky PAU v acetonitrilu — SRM 1647d
SRM 1647d Prioroty pollutant PAHSs in acetonitrile

Koncentrace (ug/ml) p¥i 23°C +/- 2°C

naphthalen Naph 20.130 0.32
acenaphthylen Acy 15.490 0.29
acenaphthen Ace 20.770 0.48
fluoren Fln 4.750 0.06
phenanthren Phe 3.420 0.06
anthracen Ant 0.790 0.02
fluoranthen Flt 7.640 0.1

pyren Pyr 8.470 +/_ 0.11
benz[a]anthracen BaA 4.090 0.04
chrysen Chr 3.670 0.04
benzo[b]fluoranthen BbF 4.170 0.05
benzo[K]fluoranthen BkF 4.720 0.07
benzo[a]pyren BaP 4.910 0.08
dibenz[a,h]anthracen DBahA 3.540 0.22
benzo[ghi]perylen BghiP 3.680 0.13
indeno[1,2,3-cd]pyren IcdP 4.280 0.09

4. Vnitini referen¢ni materidl olivovy olej navdzany na NIST 1647d

IRM olivovy olej

X-3s X+3s
stiedni hodnota ng/g dolni mez horni mez
Phe 20.65 13.48 27.82
Ant 1.67 0.89 2.45
Flt 35.89 28.97 42.8
Pyr 48.23 40.63 55.84
BaA 39.69 32.07 47.31
Chr 102.39 83.41 121.38
BbF 34.97 25.2 44.75
BkF 11.00 6.75 15.24
BaP 30.73 26.59 34.87
DBahA 3.52 1.9 5.13
BghiP 34.31 25.27 43.35
IcdP 23.5 18.88 28.11

Pracovni standardni roztoky a kalibracni standardy byly ziskavany fedénim uvedenych
referen¢nich materiala
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5. Certifikovany smésny standardni roztok PAU v toluenu o koncentraci kazdého PAU (Naph,
Ace, Acy, FIn, Phe, Ant, FIt, Pyr, B[a]A, Chr, B[b]F, B[k]F, B[a]P, DB[a,h]A, B[g,h,i]P,
1[1,2,3-¢,d]P) 10 pg/mL: PAH Mix 9 (Dr. Ehrenstorfer, Némecko) a individualni standardni
roztoky B[c]FIn, CP[c,d]P, 5-MeChr, B[j]F, DB[a,I]P, DB[a]P, DB[a,i]P, DB[a,h]P o
koncentraci kazdé latky 10 pg/mL (Dr. Ehrenstorfer, Némecko)

Smésné pracovni roztoky PAU v toluenu se ptipravuji ze standardd PAH Mix 9 v toluenu
a ze standard jednotlivych PAU v cyklohexanu a v isooktanu nafedénim do toluenu.

Ptehled koncentraci nafedénych standardd je uveden v sesité ,,zaver 2.

3.3 Kalibrace a nejistota kalibrace
HPLC

V piiloZzeném excelovském seSitu ,,zaver 2“ jsou vedeny kompletni vysledky sledovani
dlouhodobé stability kalibrace. 9x opakovana kalibrace v prubéhu 3 mésict byla zpracovana
linearni regresi LINREGSU. Smérodatna odchylka zavisle proménné veliCiny, sy, ukazuje
dlouhodobou reprodukovatelnost metody méfeni. Analyzy vzorkd byly vyhodnocovany
pomoci kalibrace, ktera ¢asové odpovidala danému vzorku méfeni. Pti tom byl pouzit firemni
software. Vzhledem ktomu, Ze firemni software neni schopen odhadnout nejistotu
predikované hodnoty, musi byt proveden odhad pomoci externi kalibra¢ni ktivky. Priklad
takového vypoctu je rovnéz uveden v sesite ,,zaver 2.

V nasledujicim ptehledu jsou uvedeny vysledky kalibraci pro jednotlivé studované analysy.
RSD je vztazena pramérnou hodnotu signalu kalibra¢ni pfimky.

Tabulka I Prehled nejistot kalibraci

Sloucenina | s, | RSD
NAPH 19.58 | 9.6%
ACE 31.31 | 10.5%
FLN 11.81 | 9.4%
PHE 13.58 | 10.4%
ANT 14.79 | 12.2%
FLT 12.18 | 10.4%
PYR 17.03 | 9.7%
BaA 17.65 | 10.9%
CHR 10.28 | 9.1%
BbF 11.85 | 10.8%
BkF 16.97 | 9.1%
BaP 21.27 | 14.3%
DBahA 13.56 | 10.4%
BghiP 457 | 11.5%
IcdP 2.35 | 11.4%

Z prehledu je patrné, Ze nejistota odpovidajici kalibraci (zahrnuje nejistotu linearniho modelu
a dlouhodobou reprodukovatelnost) je pro vSechny studované slouceniny prakticky stejna a
pohybuje se kolem 10%.

V nasledujici tabulce je uveden piiklad vypoctu nejistoty predikované hodnoty pro vsechny
studované slouceniny. Pro demonstraci byl pouZit jeden vzorek olivového oleje. V tabulce 11
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jsou pro porovnani uvedeny vysledky, které poskytl firemni software. Z tabulky vyplyva, Ze
nejistota kalibrace, kterd zahrnuje pouze nejistotu kalibracniho modelu, se pro vétSinu latek
pohybuje v hodnotach do 10%. Pokud dostavame hodnoty RSD vyssi, je to zptisobeno tim, Ze
signal odpovidajici vzorku se pohybuje na pocatku kalibra¢ni piimky. Potvrzuje se tedy
zname pravidlo, ze nejpiesnéjsi hodnoty (s nejnizsi nejistotou) jsou predikovany v blizkosti
stiedu kalibra¢ni ptimky. Dulezity je i poznatek, ze pii validaci metody musime pocitat

nejistoty kalibrace i predikce externim zptisobem Nelze se spolehnout na firemni software.

Tabulka IT Analyza vzorku a nejistota

*c, mg/mL ¢, mg/mL u Rsu
Naph 2.33 2.20 1.30 59.1%
Ace 0.30 0.18 0.77 427.8%
Fln 1.36 1.38 0.14 10.1%)
Phe 24.97 24.98 0.23 0.9%
Ant 1.23 1.24 0.03 2.4%
Flt 8.51 8.48 0.43 5.1%
Pyr 7.97 11.02 0.43 3.9%
BaA 2.47 2.47 0.20 8.1%
Chr 3.28 3.28 0.04 1.2%
BbF 1.88 1.88 0.31 16.5%)
BkF 1.20 1.21 0.09 7.4%
BaP 0.75 0.70 0.11 15.7%
DBahA 0.27 0.24 0.21 87.5%
BghiP 1.13 1.13 0.23 20.4%
IcdP 1.33 1.38 0.21 15.2%

* hodnoty poskytnuté firemnim software

GC/IMS

Kalibrace GC/MS metody ma jiny

charakter nez v piipad¢é HPLC. Nemulzeme

najednou zpracovavat vSechny dlouhodobé ziskané kalibrac¢ni ktivky, protoze velikosti
signalii jsou nesouméfitelné. V seSitu ,,zaver 2 jsou uvedeny 3 kalibracni kiivky ziskané
Vv prab¢hu tii mésicl. V nasledujici tabulce III je ukazan piiklad zpracovani jedné z kalibraci
s uvedenim nékterych statistickych parametri.

Tabulka III Prehled nejistot kalibrace

Kalibrace 1

| Slouéenina |

sy, |RSD]
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Phe+Ant 332.19 1.4%
Flt 52555 | 1.4%
Pyr 32531 | 0.9%
BcF 843.06 | 2.2%
BaA 2163.37 | 3.8%
Chr 1263.21 | 2.4%
CPcdP 1884.03 | 3.8%
5-MeChr 1211.66 | 3.3%
BbF+BfF 13598.88 | 1.3%
BjF 2058.75 | 4.3%
BaP 1517.20 | 4.0%
DBahA 1613.74 | 55%
IcdP 73521 | 2.5%
BghiP 1392.21 | 4.8%
DBalP 590.84 | 3.4%
DBaeP 1040.21 | 5.7%
DBaiP 276.32 | 45%
DBahP 90156 | 6.8%

Zpracovani obou zbylych kalibraci linearni regresi (LINREGSU) poskytlo prakticky shodné

vysledky. Z nich vyplyva, Ze nejistota kalibracniho modelu pro GC/MS je mensi nez pro

HPLC a pohybuje se do 7%.

Tabulka IV Analyza vzorku a nejistota

| *c, mg/mL | ¢, mg/mL | u Rsu
Phe+Ant 30.33 62.80 0.40 0.6%
Flt 17.68 17.00 0.20 1.2%
Pyr 16.49 17.18 0.15 0.9%
BcF 2.21 2.14 0.40 18.7%
BaA 5.21 4.73 0.70 14.8%
Chr 6.75 6.36 0.45 7.1%
CPcdP 3.11 2.89 0.69 23.9%
5-MeChr 1.53 1.52 0.63 41.4%
BbF+BkF 2.85 5.91 0.50 8.5%
BjF 1.94 1.84 0.81 44.0%
BaP 2.58 2.40 0.62 25.8%
DBahA 0.58 0.68 0.84 123.5%
IcdP 2.14 2.07 0.38 18.4%
BghiP 2.35 2.17 0.74 34.1%
DBalP 3.19 2.97 0.62 20.9%
DBaeP 2.56 2.31 1.03 44.6%
DBaiP 9.1 7.90 1.03 13.0%
DBahP 3.27 2.80 1.22 43.6%

* hodnoty poskytnuté firemnim software

3.4 Kratkodoba opakovatelnost

HPLC
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V tabulce V je uveden piehled vysledkil opakovatelnosti. Uplné vysledky jsou v sesitu ,,zaver
2. Z vysledku je patrné, Ze kratkodobé opakovatelnost se pohybuje v rozmezi od 2 do 4%.

GC

V tabulce VIje uveden pichled vysledki opakovatelnosti. Uplné vysledky jsou v seitu
»zaver 2. Vysledky ukazuji, ze kratkodoba opakovatelnost je hor$i nez v ptipadé HPLC.

Tabulka V HPLC opakovatelnost

RSD
Slouéenina| primér S priméru
Phe 46.405 | 1.425447| 3.1%
Ant 3.625 0.117395] 3.2%
Flt 16.074 | 0.383608| 2.4%
Pyr 15.985 | 0.404894| 2.5%
BaA 5.056 0.127076| 2.5%
Chr 6.309 0.17252| 2.7%
BbF 3.199 | 0.061816] 1.9%
BkF 2.234 | 0.050882| 2.3%
BaP 2.520 | 0.087269] 3.5%
DBahA 0.474 0.011308| 2.4%
BghiP 2.030 0.043874| 2.2%
IcdP 2.789 0.11875| 4.3%

Tabulka VI GC opakovatelnost

Slouc¢enina pramér S RSD priméru
Phe+Ant 69.22 4.31 6.2%
Flt 14.14 2.18 15.4%
Pyr 15.11 1.94 12.8%
BcF 2.22 0.27 12.3%
BaA 5.07 0.21 4.1%
Chr 6.77 0.29 4.3%
CPcdP 2.93 0.47 15.9%
5-MeChr 1.41 0.20 14.1%
BbF+BkF 4.41 0.20 4.6%
BjF 1.60 0.15 9.6%
BaP 2.57 0.11 4.2%
DBahA 0.43 0.02 3.7%
IcdP 2.45 0.06 2.4%
BghiP 2.30 0.05 2.2%
DBalP 3.09 0.32 10.5%
DBaeP 2.56 0.24 9.5%
DBaiP 2.92 0.03 1.0%
DBahP 3.04 0.26 8.4%
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3.5 Vytéznost, nejistota vytéZnosti
HPLC

Vytéznost byla zjistovana na CRM BCR 458. Vysledky testovani jsou uveden v sesité ,,zaver
2%, Z vysledkt vyplyvaji nasledujici skutecnosti:

1. Vytéznost se nelisi od hodnoty 1, metoda neni zatizena systematickou chybou
2. Nejistota vytéznosti se pohybuje kolem 10%
3. Hlavni slozkou nejistoty je nejistota CRM, nelze ji tedy zadnym zplisobem snizit

GC

Vytéznost byla zjistovana spikovanim cistych sloucenin do vzorku oleje. Vysledky jsou
uvedeny v sesité ,,zaver 2. Vysledky nejsou uspokojivé, vytéznosti se pohybuji hluboko pod
100% a rovnéz variabilita vysledki jednotlivych spiki je vysoka.

4 Shrnuti

Byly porovnany metrologické charakteristiky dvou metod pro stanoveni PAU
Vv olivovém oleji. Bylo nade v$i pochybnost potvrzeno, ze metoda HPLC/FLD poskytuje
spolehlivéjsi vysledky.

Rozbor nejistot metody HPLC potvrdil, Ze model méfeni PAU s pouzitim externi
kalibrace se musi vyjadfovat rovnici:

(Ypau —1o)
Cpau = % frec'fopak )

ve kterém Ypau je signal odpovidajici PAU ve vzorku, bg a by jsou usek a smérnice kalibraéni
piimky, frec je faktor vytéznosti (=1/R), fopak je faktor kratkodobé opakovatelnosti. Vytéznost a
kratkodoba opakovatelnost se urcuje pii validaci metody.

Pro rutinni analyzu se mize pouzivat firemni software, pokud ale musime znat nejistotu
meéfeni, neni pouziti firemniho software mozné. Nejistota predikované hodnoty siln€ zavisi na
rozdilu hodnoty signalu vzorku a stfedu kalibra¢ni zavislosti. Z tohoto ditvodu doporucujeme
pouzivat pro analyzy pro legalni Gcely (nutna znalost nejistoty vysledku) jinou kalibracni
metodu, napf. tzv. metodu ,,bracketing kalibrace*.

44



Cast 3
Stanoveni vybranych pesticida v obili
Odhad nejistoty méreni
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1 Uvod

Pesticidy predstavuji, stejné jako polycyklické aromatické uhlovodiky, skupinu
vyznamnych polutanti, které se dostavaji do potravniho fetézce.

Pro stanoveni spravnosti stanoveni a nejistoty vysledku chybi certifikované referencni
materialy, navaznost je tedy demonstrovana na Cisté latky. DalS$im problémem je i to, Ze
postupné dochazi k jejich rozkladu, takze jsme schopni ur¢ovat pouze aktualni kontaminaci.

Cilem této prace je odhadnout nejistotu vysledku stanoveni vybranych pesticidi
v obili. Je to dilezité hlavné z hlediska ptipadného testovani shody vici limitim maximalni
kontaminace.

2 Princip metody méieni

Pesticidy jsou extrahovany z vhodné upravenych matric do organického rozpoustédla.
Separace pesticidi od piipadnych koextrakti se provadi pomoci gelové permeacni
chromatografie (GPC). Pesticidy se stanovi pomoci plynové chromatografie s hmotnostné

spektrometrickou detekci (GC/MS). Analyty jsou identifikovany a kvantifikovany na zakladé
porovnani s prislusnymi standardy metodou vnéjsiho standardu.

3 Experimentralni ¢ast
Ptehled stanovovanych analytl je uveden v tabulce |

Tabulka I Stanovované pesticidy

Bendiocarb CAS: 22781-23-3 M: 223,23 g/mol
Chlorpyrifos CAS: 5598-13-0 M: 322,5 g/mol
Pirimiphos methyl CAS: 52918-63-5 M: 505,2 g/mol
Deltamethrin CAS: 29232-93-7 M: 305,3 g/mol

3.1 Metodika a material k oSetfeni obili

Michacka:
Vyrobce KOVO Béla n/Rad., otacky bubnu 25 otaéek za minutu.

Obili:
Psenice ozima péstovana na pozemcich VURV, v.v.i., sklizefi 2007.
Vlhkost obili: pted aplikaci 19.10.07- 12,7%
po doschnuti v laboratofi 22.10.07 — 14,5%
Vlhkost obili byla métena vlhkomérem obilovin (typ. HG 2, vyrobce druzstvo ZNAK
Brno).
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Pripravky:

Pripravek U¢. litka Registrant Divka
K-obiol EC 25 deltamethrin 25 g Bayer CropScience GmbH. 20 ml/t
Reldan 40 EC | chlorpyrifos-metyl 400 g Dow AgroSciences s.r.0. 11 miit
Actellic 50 EC | pirimiphos-methyl 500 g Syngenta Limited 8 ml/t
Ficam 80 WP bendiocarb 800 g Bayer CropScience GmbH. 6,25 g/t
Vlastni pokus:

Do bubnu michacky bylo navdzeno 15 kg pSenice ozimé (vahy-vyrobce: OHAUS
Corporation, model:ADVENTURER PRO, Typ: AV4101DM). Do plastového ruéniho
rozpraSovace bylo piipraveno 0,5 litru postiikové jichy (destilovana voda + pfipravky) o
koncentraci uvedené v tabulce ptipravku. Tekuté ptipravky byly davkovany ruéni pipetou
(vyrobece: Socorex, typ: Acura 825) a pevné piipravky vazeny na laboratornich vahach
(vyrobce: Mettler, typ: AE 240-S). Poté byly aplikovana postiikova jicha do obili ru¢nim
rozpraSovacem do bubnu michacky. Aplikace jichy trvala 4,5 minuty (do vyprazdnéni ruéniho
rozpraSovace), poté se jesté 1,5 minuty obili v bubnu michacky promichéavalo. Nasledné bylo
obili navazeno po 1 kg do plastovych sacku, které byly otevieny za laboratornich podminek,
tak aby se zobili odpafila pfebyte¢na voda a nedoSlo k zapafeni. Sacky byly otevieny
Vv laboratornich podminkach od 19.10.07 do 22.10.07. Teplotu a vlhkost v laboratofi jsme
zaznamenali digitalnim teplomérem a vlhkomérem (Tinytalk).

Aplikované mnozstvi pesticidtl je v nasledujici tabulce:

aplikované mnoZstvi
pesticidu v mg/kg
(teoreticky spoctené)
Bendiocarb S
Chlorpyrifos methyl 44
Pirimiphos methyl 4
Deltamethrin 0,5

3.2 Postup méieni
Obili je nutné pied navazovanim homogenizovat mletim a promichanim.

Ze zhomogenizovaného obili se navazi cca 12,5 g (s presnosti na 0,001 g) do 250 ml
Erlenmayerovy banky a ptida se 100 ml ethylacetatu. Vzorek se extrahuje 20 minut na
ttepacce pii 120 otackach/min. Poté se extrakt zfiltruje ptes fritu s vlozenym filtra¢nim
papirem a asi 20 g vrstvou pirezihaného siranu sodného tak, Zze pevny podil ziistane
v Erlenmayerove bance a extrakce se opakuje dalsimi 50 ml ethylacetatu (10 min). Extrakt se
opét zfiltruje, Erlenmayerova barika a filtr se promyji 2 x 25 ml ethylacetatu. Filtrat se odpati
na rota¢ni vakuové odparce pti tlaku 220 mbar a teploté max 40°C na objem asi 10 — 15 ml.
Odparek se kvantitativné prevede do 25 ml odmérného valce, doplni po rysku ethylacetatem a
ptevede do 50ml odmérné banky kde se doplni po rysku cyklohexanem. Vysledny obsah
matrice ve vzorku je 0,25 g/ml Takto pfipravené chloroformové roztoky mohou byt piimo
aplikovany na kolonu GPC.
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Frakéni separace pesticidii od koextrahovanych latek se provadi pomoci gelové

permeacni chromatografie (GPC) vyuzivajici jako stacionarni fazi PL gel. Extrakt je
rozpustén v takovém mnozstvi smési cyklohexan:ethylacetatu (1:1, v/v) a je volen takovy
objem nastriku, aby mnozstvi koextraktli nepfesahlo kapacitni moznosti kolony.
Jimana frakce, kterd odpovida eluci sledovanych analytid, je v rozmezi 14,5 - 31 ml. Tato
frakce se odpaii na rota¢ni vakuové odparce pravé do sucha nebo do posledni kapky; ptipadny
zbytek rozpoustédla se opatrné odfoukd jemnym proudem dusiku. Odparek se rozpusti v
toluenu, pievede do vialky a analyzuje metodou GC/MS.

Stanoveni pesticidi se provadi pomoci plynové chromatografie s hmotnostné
spektrometrickou detekci v rezimu ionizace narazem elektronti (GC-MS/EI) na pfistroji HP
5973. V nasledujici tabulce II jsou uvedeny ionty jednotlivych pesticidii snimanych v SIM
programu GC/MS (analyty jsou fazeny podle pofadi eluce z kolony).

Tabulka Il lonty jednotlivych pesticidii

r.t. m/z
bendiocarb 13,240 151 166 223
chlorpyrifos methyl 14,563 125 286 288
pirimiphos methyl 14,719 276 290 305
deltamethrin 27,985 181 209 253

Identifikace a kvantifikace jednotlivych analytli je zalozena na metodé
vnéjsiho standardu (externi kalibrace) porovnadnim odezvovych charakteristik analytli (na
zakladé ploch piki) s pfisluSnymi standardy pesticidid pomoci kalibra¢ni zavislosti sestrojené
pro kazdy z detekovanych analytu.

Kalibrace je provadéna nejméné na tiech koncentra¢nich hladinach.
V piipadé velkych sérii vzorku je fada kalibracnich roztokl analyzovana vzdy po nastiiku 10
— 15 realnych vzorku.

Schéma experimentalniho postupu je ukazan na nasledujicim obrazku

Uprava vzorku Prevedeni odparku do

promichanim a namletim znamého mnozstvi
rozpoustédla

Navazeni vzorku do v

Erlenmayerovy banky Pfevedeni do 50 mL

odmérné banky, doplnéni
cyklohexanem

A 4

A 4

Opakovana extrakce l
ethylacetatem na tfepacce

Precisténi vzorku na GPC

Flltraci extrakiu Prevedeni odparku do

znamého mnozstvi
rozpoustédla

!

Identifikace, kvantifikace

Odpareni na RVO na
objem 10 — 15 mL

\ 4
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3.3 Referenc¢ni materialy

Pracovni roztoky pesticidli v toluenu se pfipravuji ze standardi jednotlivych pesticidl
nafedénim do toluenu. Koncentrace pesticidi v jednotlivych pracovnich roztocich jsou

uvedeny v excelovském souboru ,,zaver 3.

Priprava zasobnich roztokii standardii

Zasobni standardni roztoky pesticidi v toluenu byly ziskavany nafedénim ptivodnich
pracovnich roztoku pesticidi. Pro fedéni byly pouzivany mikrostiikacky Hamilton o objemu
100, 250, 500, 1000 pL.

Zasobni smésné standardni roztoky pesticidit v toluenu byly skladovany v mrazicim
boxu pfi-12 °C.

V tabulce II jsou uvedeny vychozi ¢isté latky a jejich producenti

Tabulka III Piehled referencnich latek

pesticid vyrobce Assay (%) +/- (%) Kow log P
Bendiocarb Riedel —de 99,5 0,5 1,72
Haén

Chlorpyrifos Dr. 98,0 0,5 4,24

methyl Ehrenstorfer

Pyrimiphos Dr. 99.0 0,5 4,2

methyl Ehrenstorfer

Deltamethrin Dr. 99,0 0,5 4,6
Ehrenstorfer

3.4 Kalibrace a nejistota kalibrace

V prilozeném excelovském seSitu ,,zaver 3 jsou uvedeny kompletni vysledky
kalibraci. Byly zpracovany jako jednotlivé kalibrace (tfikrat opakované), jednak jako
,»prumérnad“ kalibrace. Pouzita byla excelovska linearni regrese LINREGSU a sesit KALIBR,
které tvoti pfilohy celé zpravy. Smérodatna odchylka zavisle proménné veliCiny, sy, ukazuje
Vtomto piipad¢ kratkodobou opakovatelnost metody méteni. Analyzy vzorkt byly
vyhodnocovany pomoci kalibrace, ktera ¢asové odpovidala danému vzorku méteni.

V tabulce IV uvadime ptehled vysledkd, ziskanych ze zpracovani souhrnni kalibra¢ni
pfimky. Smérodatna odchylka je rovnéz uvadéna jako relativni hodnota, vztaZzena na stfed
kalibrace
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Tabulka IV Statistické parametry krdtkodobé opakovatelnosti

pesticid sy [ g/g]| RSD
bendiocarb 12190 |3,56%
chlorpyrifos methyl | 3215 |1,12%
pirimiphos methyl 2300 [1,02%
deltamethrin 303 |3,89%

Z tabulky je patrné, Ze relativni smérodatna odchylka zavisle proménné, RSD, nepiesahuje

5%. Znamena to, ze kratkodoba opakovatelnost neni vyznamnou slozkou nejistoty méfeni.

3.5 Predikce obsahu pesticidu

Koncentrace pesticidi v méfeném roztoku byla vypoc¢tena z trojbodové (kalibrace 1)
nebo Ctyfbodové (kalibrace 2) kalibrace (viz seSit ,,zaver 3“. Hodnoty nejistot obsahu
jednotlivych pesticidii jsou uvedeny v tabulce V. Koncentrace se daji snadno pfepocitat na
obsahy pesticidii v navazce vzorku.

Tabulka V Predikce obsahu pesticidii

Kalibrace 1
Pesticid vzl vz2 vz3
c c
¢ [ug/mL] u Rsu [g/mL] u Rsu [g/mL] u Rsu
bendiocarb 0,33 0,13  39,4% 0,39 0,13 33,3% 0,43 0,13 30,2%
chlorpyrifos methyl 0,72 0,07  9,7% 0,82 0,07 8,5% 0,92 0,07 7,6%
pirimiphos methyl 0,84 0,06 7,1% 0,8 0,06 7,5% 1,06 0,06 5,7%
deltamethrin 0,08 0,05 62,5% 0,09 0,05 55,6% 0,11 0,05 45,5%
vzl vz2 vz3
Pesticid g/g g/g g/g
bendiocarb 0,66 0,78 0,86
chlorpyrifos methyl 1,45 1,65 1,84
pirimiphos methyl 1,68 1,61 2,11
deltamethrin 0,15 0,19 0,22
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Kalibrace 2

Pesticid vzl vz2 vz3
c[lg/mL] u Rsu ¢ lg/mL] u Rsu ¢/l \g/mL] u Rsu

bendiocarb 0,31 0,08 25,8% 0,39 0,08 20,5% 0,42 0,08 19,0%
chlorpyrifos methyl 0,71 0,02 2,8% 0,89 0,02 2,2% 0,93 0,02 2,2%
pirimiphos methyl 0,84 0,02 2,4% 1,03 0,02 1,9% 1,07 0,02 1,9%
deltamethrin 0,08 0,01 12,5% 0,12 0,01 8,3% 0,11 0,01 9,1%

vzl vz2 vz3

Pesticid g/g g/g g/g

bendiocarb 0,63 0,77 0,84

chlorpyrifos methyl 1,41 1,77 1,86

pirimiphos methyl 1,67 2,06 2,14

deltamethrin 0,15 0,22 0,22

Z tabulky plynou dva zavéry:

=

Obsahy pesticidl se nelisi za pouziti trojbodové a ¢tyfbodové kalibrace

2. Nejistota predikované hodnoty je silné zavisld na tom, v jaké oblasti kalibrace se
pohybuje signal vzorku. Je to jasn¢ vidét i z toho, Ze ¢tyfbodova kalibrace vznikla
rozsifenim tfibodové smérem k niz§im hodnotam koncetrace.

3.5 VytéZnost

Vytéznost byla ovéfovana spikovanim ,,blankového® obili, tedy obili, kde se nepfedpoklada
pfitomnost sledovanych pesticid. Vytéznost byla sledovana na dvou koncentracnich
hladinach.Uplné vysledky jsou uvedeny v sesité ,,zaver 3. Nasledujici tabulka udava prehled

ziskanych vysledkt

Tabulka VI VytéZnost metody stanoveni pesticidii

Pesticid R std RSD
bendiocarb 1,10 0,05 4,8%
chlorpyrifos methyl 0,85 0,07 8,5%
pyrimiphos methyl 0,86 0,07 8,3%
deltamethrin 0,64 0,09 13,8%

Z vysledkl méfeni a vypoctu vytéznosti a nejistoty vytéznosti vyplyva, ze v rozpoctu nejistot
hraje nejistota vytéznosti dominantni roli. Pro vypocet obsahu pesticidii se musi pouzivat
nasledujici rovnice méfeni:
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_ (ypest _bo) 1
pest bl : R

ve kterém Ypest je signal odpovidajici pesticidu ve vzorku, by a b; jsou tusek a smérnice
kalibra¢ni piimky, R je vytéznost.

4 Shrnuti

Stanoveni pesticidi metodou GC/MS se ukazalo byt piekvapiveé spolehlivé, tj.
s relativné nizkou nejistotou. Byla demonstrovana névaznost k ¢istym substancim, ovSem
pouze za ptredpokladu, Ze pro vypocet obsahu pesticidu bude pouzita korekce na vytéznost.
Nejistota vytéznosti se pohybuje vrozmezi do 10%. Lze tedy tuto metodu pouZzit pro
certifikaci referencniho materialu. Bylo rovnéz srovnano pouziti dvou kalibracnich technik:
externi kalibrace a bracketing kalibrace. Podrobné vysledky jsou uvedeny v seSité ,,zaver 3.
Vysledky nejsou korigovany na vytéznost. V tabulce VII je uvedeno srovnani obou metodik.

Tabulka VII Srovnani kalibracnich metodik

Pesticid bracketing externi kalibrace
clug/mL]| c[ug/g] | Rsu |c[ug/mL]| c[ug/g] | Rsu

bendiocarb 0.473 0.95 |19.4% | 0.374 0.75 6.3%
chlorpyrifos methyl 1.011 2.02 0.5% | 0.842 168 | 0.7%
pirimiphos methyl 1.014 2.03 0.6% | 0.981 1.96 0.5%
deltamethrin 0.629 1.26 22.2% | 0.101 0.20 3.2%

Z tabulky vyplyva, Ze nejistota predikce je silné zavisla na koncentraci a zfejm¢ i na
homogenité vzorku. V tabulce jsou zpracovany vSechny vzorky najednou, takze vysoké
hodnoty nejistot v ptipadé bracketing kalibrace jsou dany nehomogenitou. Bracketing
kalibrace je velice citliva na nejistotu signalu vzorku.
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