o

Narodni referen¢ni laboratof Strana 1

Jednotné pracovni postupy — zkouSeni krmiv  vydani 2
10290.1 — Stanoveni obsahu selenu metodou ICP-MS Revize 0

1

STANOVENI OBSAHU SELENU METODOU ICP-MS

Rozsah a ucel

Metoda specifikuje podminky pro stanoveni obsahu selenu v krmivech metodou hmotnostni
spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem (ICP-MS).

2

Princip

Selen se stanovi v mineralizatu vzorku metodou hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym
plazmatem (ICP-MS) za pouziti kolizni/reakéni cely.

3

Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.
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Kyselina dusi¢na, HNOs, koncentrovana, podvarové destilovana.
Kyselina dusi¢nd, HNO3, c(HNO3) =5 %.

Ptiprava: Do 1000ml odmérné baiiky se nalije 500 ml vody (5), ptida se 79 ml kyseliny
dusi¢né (1). Po vytemperovani se doplni po znacku.

Peroxid vodiku, (H202), ¢(H202) = 30 %.

Kyselina sirova, H2SO4, koncentrovana, 96%, p( H2SO4) = 1,84 g/ml.

Voda, ultracista.

Standardni zasobni roztok selenu o koncentraci ¢ = 1000 mg/l. Dodéva se komercné.

Standardni zasobni roztok wvnitfniho porovnavaciho prvku (Te) o koncentraci
¢ = 1000 mg/l. Dodava se komercné.

Argon, Cistota 4.8 nebo vyssi.

Helium, Cistota 4.9.

Pristroje a pomiicky

Hmotnostni spektrometr s indukéné vazanym plazmatem vybaveny
kolizni/reakéni celou.

Podvarové destila¢ni zarizeni, celoteflonové.
Zatizeni pro piipravu ultracisté vody.
Zatizeni pro mikrovlnny rozklad.

Laboratorni ultraodsttedivy mlyn, sita o velikosti ok 0,3 mm nebo mensimi, ptipadné
0,5 mm.

Analytické vahy s pfesnosti 0,0001 g.
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7 Mineraliza¢ni zatizeni dvacetimistné se zpetnymi vodnimi chladi¢i a programatorem
teploty.
8 Automatické davkovace (1 —10) ml.
9 Laboratorni sklo.

10 Plastové lahvicky, 50 ml nebo 100 ml.

11 Filtra¢ni papir stiedni hustoty.

12 Plastové odmérné baiky se zatkami, 25 ml a 50 ml.
13 Automatické pipety (20 — 5000) pl.

14 Plastové zkumavky (10 — 15) ml.

Poznamky

1 Plastové a sklenéné odmeérné baiiky se naplni kyselinou dusicnou (2) nejméné 24 h
pred merenim. Pred viastni pripravou kalibracnich roztokit se vyplachnou vodou
(5). Plastové zkumavky se nejménée na 24 h ponori do kyseliny dusicné (2), poté
se oplachnou vodou (5), vysusi a uchovaji se ve vzduchotésnych plastovych boxech.
Extrakty se redi do suchych zkumavek.

5 Postup
5.1  Piiprava vzorku

Uprava vzorki se provadi podle CSN EN ISO 6498 Krmiva - Pokyny pro ptipravu vzorku a
JPP 60010.1 Postupy uprav zkusebnich vzorkl jednotlivych druhti krmiv.

Vzorek se umele na laboratornim mlynku s pouZitim sita s velikosti ok 0,3 mm, poptipadé
mensimi. Pokud to charakter vzorku nedovoluje, pouzije se sito s velikosti ok 0,5 mm.

5.2 Mineralizace vzorku
Pokud vzorek obsahuje organickou hmotu, postupuje se podle 5.2.1.

Vzorek mineralniho ptvodu, ktery neobsahuje Zddnou nebo téméf Zadnou organickou hmotu,
se zpracovava podle 5.2.2.

5.2.1 Mikrovlnny rozklad krmiv organického ptivodu

Do rozkladné nadobky se navazi diferen¢nim zptisobem 0,25-0,5 g vzorku s piesnosti 0,0001
g. Ke vzorku se pfida 8 ml kyseliny dusi¢né (1) a 2 ml peroxidu vodiku (3). Nadoba se uzavie
a ponecha stat asi 20 min. Po uplynuti této doby se naddoba vlozi do mikrovinného zatizeni.
Rozklad probihé ve ¢tyfech stupnich podle nasledujiciho teplotniho programu (tabulka 1).

Tabulka 1. Priklad teplotniho programu pro mikrovinny rozklad.

Stupen rozkladu 1. 2. 3. 4.
Maximalni teplota rozkladu (°C) 150 190 100 100
Doba dosazeni maximalni teploty (min.) 5 5 2 2
Doba rozkladu (min.) 4 8 10 10
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Po uplynuti doby mineralizace se nddobka vyjme z mineralizacniho zafizeni a necha
na vzduchu zchladit. Obsah nadobky se kvantitativné¢ pievede do 25ml odmérné banky,
po vytemperovani se doplni po znacku vodou (5) a promicha. Mineralizat se ptefiltruje pres
papirovy filtr do plastové lahvicky a uzavte se. Paralelné se provadi slepé stanoveni.

Poznamky

2 V pripade, kdy konstrukcni reseni mikrovinného zarizeni (velikost a material
rozkladnych nadobek) neumoznuje rozklad vzorkit smési kyseliny dusicné a peroxidu
vodiku (prudké vypénéni vzorku), lze rozklad proveést bez pridavku peroxidu.

5.2.2 Rozklad krmiv mineralniho piivodu na mokré cesté

Do mineralizaéni trubice se diferenénim zpisobem navazi asi 2 g vzorku s presnosti 0,0001 g.
Do trubice se opatrné pomoci davkovace piida 10 ml kyseliny dusicné (1), ithned se umisti
do mineraliza¢niho bloku a nasadi se zpétny chladic. Takto se necha stat do druhého dne. Druhy
den se smés zahtiva pod zpétnymi chladi¢i 10 min pii 100 °C, 10 min pii 140 °C a 90 min pii
175 °C.

Po ochlazeni smési se opatrné piidaji pomoci davkovace 2 ml kyseliny dusi¢né (1) a 1 ml
kyseliny sirové (4). Smés se opét zahtfiva pod zpétnymi chladi¢i 60 min pii teploté 175 °C.
Po ochlazeni se po kapkach ptida 2 ml az 4 ml peroxidu vodiku (3) a smés se zahfiva 10 min
pti 140 °C. Po ochlazeni se obsah trubice kvantitativné ptevede pres filtracni papir do S0ml
odmérné banky. Po vytemperovani se doplni vodou (5) po znacku a promicha se.

5.3  Méreni, priprava kalibra¢nich roztokii a mineralizati pro analyzu
5.3.1 Priprava kalibracnich roztoku (Se)

Pro stanoveni obsahu selenu se pouziva externi kalibrace s vnitinim porovnavacim prvkem.
Smésné kalibracni standardy se pfipravi vhodnym nafedénim zakladniho standardniho roztoku

(6).

Ze standardniho roztoku (6) se do 50ml odmérné banky pipetuje 50 pl, 1,0 ml kyseliny dusicné
(1) a doplni se po znacku vodou (5). Pfipraveny roztok obsahuje 1 mg/l selenu. Z takto
pfipraveného smésného roztoku se do 25ml plastovych odmérnych ban€k pipetuje (25; 125;
250; 500; 2500) pl, ptida se 0,5 ml kyseliny dusi¢né (1) a doplni po znacku vodou (5). Takto
piipravené kalibra¢ni roztoky obsahuji (1,0; 5,0; 10; 20; 100) pg/l Se. Standard o koncentraci
0 ng/l se piipravi stejnym zpiisobem vyjma pipetovani roztoku analytu. Do 25ml plastové
odmérné banky se pipetuje 0,5 ml kyseliny dusi¢né (1) a doplni se vodou (5) po znacku.

5.3.2 Piiprava roztoku vnitiniho porovnavaciho prvku

Ze zakladniho certifikovaného standardniho roztoku (7) se pfipravi roztok o koncentraci
10 mg/l. Do 50ml odmérné banky se pipetuje 500 ul zékladniho roztoku, ptida se 1 ml kyseliny
dusi¢né (1) a doplni se vodou (5) po znacku. Z tohoto roztoku se dal$im fedénim ptipravi roztok
o koncentraci 100 pg/l: 2000 pl ptipraveného roztoku se pipetuje do 200ml odmérné banky,
pfidaji se 4 ml kyseliny dusi¢né (1), doplni se po znacku vodou (5).
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5.3.3 Priprava mineralizati pro analyzu

Pro méfeni se mineralizaty fedi 5 x, respektive 20 x, do plastovych zkumavek o objemu 10 ml
az 15 ml. Pipetuje se 1000 pl (respektive 250 ul) extraktu a 4000 ul (respektive 4750 ul) vody
(5). Extrakty se fedi vzdy v den méteni do suchych zkumavek.

5.3.4 Stanoveni metodou ICP-MS

Ladéni pftistroje a naladéni p/a faktoru se provede podle postupu doporuceného vyrobcem.
Méteni probiha v heliovém modu na izotopu Se(78). Jako vnitini porovnavaci prvek se pouziva
Te(125). Béhem méfeni se zjisténé koncentrace u fedénych extrakti automaticky prepocitaji na
puvodni nefedéné extrakty.

6 Kontrola kvality

S kazdou sérii vzorkl se provede analyza interniho referencniho materialu (IRM). V kazdé
sérii je tfeba zatadit alesponi jeden slepy pokus.

7 Vypocet a vyjadieni vysledki

Koncentrace analytu v roztoku zkuSebniho vzorku a v roztoku slepého pokusu se vypoctou
z kalibra¢ni rovnice. Tento vypocet provadi pfimo vyhodnocovaci program pfistroje. Pokud je
hodnota slepého pokusu vyssi nez ptipustna hodnota stanovena v prubehu validace metody, je
tieba zjistit pfi¢inu a odstranit ji. V tomto pfipad€ neni mozné vyhodnoceni zmétenych vzorka,
stejné jako v pripad¢, Ze namétena hodnota IRM neodpovida pozadovanym parametrim. Pokud
jsou parametry slepého pokusu a IRM vyhovujici, vypocte se vysledna koncentrace prvku ve
vzorku po odecteni slepého pokusu podle néasledujiciho vztahu

(CV _CB)XV

m
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kde
X je obsah prvku vyjadieny v mg/kg,

Cy  je koncentrace ptisluSného prvku v extraktu vzorku v pg/l, odectena z kalibra¢niho

grafu,
Cp  je koncentrace ptislusného prvku v pg/l v roztoku slepého pokusu,
m je hmotnost navazky vzorku v g,
14 je celkovy objem filtratu nebo extraktu v L.
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