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STANOVENI OBSAHU ARSENU, KOBALTU, CHROMU A NIKLU
METODOU ICP-OES

1 Rozsah a ucel

Metoda je urCena pro stanoveni uvedenych prvkii (As, Co, Cr, Ni) v krmivech metodou
optické emisni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem (ICP-OES).

2 Princip

Vzorky krmiv se spali a popel se rozpusti v kyseliné chlorovodikové nebo se vzorky piimo
rozpusti v kyselin€ chlorovodikové (mineralni premixy).

Prvky se stanovi v mineralizdtu vzorku metodou ICP-OES. Aerosol vzorku je proudem
argonu piiveden do argon-argonového plazmatu, kde dojde vlivem vysoké teploty k excitaci
aionizaci prvkd. Pfi jejich prechodu do stavii snizS$i energii dochazi k vyzatreni
charakteristickych kvant zafeni o urcité vilnové délce. Méfenim intenzity zafeni na vhodné
linii dané¢ho prvku se stanovi koncentrace tohoto prvku ve vzorku metodou kalibra¢ni kiivky.

3 Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak. Pokud je nutné,
museji byt chemikalie preciStény (napt. podvarovou destilaci).

1 Voda (deionizovand, demineralizovana nebo destilovana).
2 Kyselina chlorovodikové, HCI, koncentrovana, 35 %, p(HCI) = 1,18 g/ml.
3 Kyselina chlorovodikové, HCI, roztok c(HCl) = 3 mol/I.

Ptiprava: K asi 600 ml vody (1) se pfida 265 ml koncentrované HCI a po ochlazeni
se doplni vodou (1) do 1 litru.

4 Kyselina chlorovodikova, HCI, roztok c¢(HCI) = 1 mol/l.

Ptiprava: K asi 800 ml vody (1) se pfida 88 ml koncentrované HCI a po ochlazeni
se doplni vodou (1) do 1 litru.

5 Kyselina chlorovodikové, HCI, roztok c(HCl) = 6 mol/I.

Ptiprava: K asi 400 ml vody (1) a pfidd se 530 ml koncentrované HCI (2) a po
ochlazeni se doplni vodou (1) do 1 litru.

6 Kyselina dusi¢na, HNOs, koncentrovand, podvaroveé destilovana.

7 Dusi¢nan amonny, NH4NO3, roztok 200 g/I.
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8 Argon, Cistota 4.6 nebo vyssi.

9 Zakladni certifikovany roztok prvki, napt. CZ 9085 MIX 005 (Cesky metrologicky
institut) s koncentracemi: As = 25 mg/l, Co = 50 mg/l, Cr = 100 mg/1, Ni = 100 mg/I.

Poznamky

1 Ve standardnich kalibracnich roztocich je treba modelovat koncentraci kyseliny
chlorovodikové tak, aby byla shodna s jeji koncentraci ve vzorcich a odpovidala
i pouzité mire redeni vzorku pred merenim.

2 Sklo umyté v mycce se dale Cisti ndsledujicim zpiisobem: sklo se naplni 5% kyselinou
dusicnou a necha se mdcet nejlépe pres noc. Poté se kyselina vylije, sklo se necha
okapat, vyplachne se 3 X demineralizovanou vodou a necha se ususit. Sklo
se prechovava suché v uzaviratelnych boxech.

4 Pristroje a pomiicky

1 Opticky emisni spektrometr s indukéné vazanym plazmatem vybaveny pneumatickym
zmlzovacem a zvlh¢ovacem argonu.

2 Kiemenny nebo porceldnovy spalovaci kelimek.

3 Muflova pec s automatickou regulaci teploty pro rozsahy teplot do 650 °C.

4 Filtra¢ni papir stfedni hustoty.

5 Elektricky vafi¢, topna deska nebo plynovy kahan.

6 SusSarna laboratorni elektricka, s moznosti odvétravani, automatickou regulaci teploty
a teplomérem pro rozsah teplot nejméné do 120 °C.

7 Analytické vahy s presnosti nejméné 0,001 g

Poznamky

3 Lze pouzit i platinové kelimky. V takovém pripade se museji dodrzovat pravidla
pro praci s platinovym nadobim. Platinové kelimky nelze pouzit pro analyzu premixu
a mineralnich surovin.

4 Postup byl vypracovan a ovéren na simultannim pristroji iCAP 6300 (Thermo
Electron Corporation) s radialnim usporadanim, s celosklenénym koncentrickym
kapilarnim zmlZovacem (typ Meinhard).

5 Pro méreni mineralizatii je vhodné pouzit zvlhcovac argonu, ktery zamezi zanaseni
zmlZovace vyloucenymi solemi ze vzorkil.

5 Postup mineralizace

Pokud vzorek obsahuje organickou hmotu, postupuje se podle 5.1.
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Vzorek mineralniho piivodu, ktery neobsahuje zddnou nebo témét zddnou organickou hmotu,
se zpracovava podle 5.2. Tento postup mineralizace neni vhodny pro stanoveni As. V piipadé,
ze je pozadovano stanoveni As, je vyuzita mineralizace podle bodu 5.3.

Poznamky

6 Zjisteni pritomnosti organické hmoty: IZicka se vzorkem se viozi do plamene. Pokud
dojde k tani, vzorek organickou hmotu neobsahuje. Pokud dojde ke zméné barvy a tani
se neobjevi, vzorek organickou hmotu obsahuje.

5.1  Rozklad krmiv organického piivodu na suché cesté

Do spalovaciho kelimku se podle piedpokladaného obsahu prvkl odvazi asi 5 g zkuSebniho
vzorku s pifesnosti nejméné 0,001 g a obsah kelimku se pozvolna zpopelni na elektricky
vyhtivané desce nebo na kahanu. Potom se kelimek se zuhelnaténym vzorkem vlozi
do muflové pece a spaluje se 3 h pii teploté (550 = 20) °C. Po uplynuti této doby se kelimek
vyjme, nechd se zchladit v exsikdtoru a spaleny vzorek se vizualné posoudi na pfitomnost
uhlikatych ¢astic Pokud jsou pfitomny, vzorek se zvlh¢i nékolika kapkami roztoku dusi¢nanu
amonného (7), kelimek se vysusi v susarné pii 103 °C do sucha, vlozi znovu do muflové pece
a pii teploté (550 £ 20) °C se spaluje jest¢ 1 hodinu (poznamka 7).

Alternativnim postupem je spalovani navazky vzorku ve spalovacim kelimku v muflové peci.
Kelimek se umisti do studené muflové pece, teplota se postupné zvysuje a po dosazeni teploty
(550 = 20) °C se spaluje 5 h. Poté se kelimek necha vychladnout a zkontroluje se ptitomnost
uhlikatych ¢astic Pokud jsou pfitomny, vzorek se zvlh¢i nékolika kapkami roztoku dusi¢nanu
amonného (7), kelimek se vysusi v susarné pii 103 °C do sucha, vlozi znovu do muflové pece
a pii teploté (550 = 20) °C se spaluje jesté 1 hodinu (poznamka 7).

Po ochlazeni se popel mirn¢€ zvlhéi vodou (1) a pomoci kyseliny chlorovodikové (3)
se kvantitativné pievede do 250ml kadinky. Celkové mnozstvi roztoku kyseliny
chlorovodikové nemé ptekrocit 75 ml. Kadinka se ptikryje krycim sklickem, obsah se uvede
k varu a vaii se asi 15 min. Obsah kadinky se jesté za horka filtruje pies stfedné husty filtra¢ni
papir do 250ml odmérné banky. Filtr se nckolikrat promyje horkou vodou (1). Filtrat
v odmérné bance se vytemperuje, doplni vodou (1) po znacku a promicha (zasobni roztok).

Pro kazdou meéfenou sérii se pripravi slepy pokus tak, ze se provedou stejné operace
bez zkusebniho vzorku.

Poznamky

7 Dusicnan amonny se musi pridavat opatrne, aby se zamezilo dispergovani popela.

5.2  Rozklad krmiv mineralniho ptivodu na mokré cesté
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Do 250ml kadinky se navéazi 1 g az 5 g zkuSebniho vzorku s piesnosti nejméné¢ 0,001 g.
Postupné se za obCasného promichani piida 100 ml kyseliny chlorovodikové (5) a piikryje se
hodinovym sklickem. Po ukonceni bouflivé reakce se kadinka necha pfikryta krycim
sklickem, obsah se uvede do mirného varu a vaii se 15 min. Obsah kadinky se jesté za horka
filtruje ptes stiedné husty filtracni papir do 250ml odmérné baiiky. Filtr se nékolikrat promyje
horkou vodou (1). Filtrat v odmérné bance se vytemperuje, doplni vodou (1) po znacku
a promicha (zdsobni roztok). Podle ocekdvaného obsahu jednotlivych prvkll se tento
mineralizat méfi bud’ pfimo nebo po potfebném natedéni kyselinou chlorovodikovou (4).

Pro kazdou méfenou sérii se piipravi slepy pokus tak, Zze se provedou stejné operace
bez zkusebniho vzorku.

Poznamky

8 Pri ocekavani nizkych obsahii stanovovanych prvkii ve vzorcich je vhodné pouZit
pro pripravu mineralizatii odmérné banky mensich objemit nez 250 ml (napr. 100 ml
nebo 50 ml).

5.3  Rozklad krmiv mineralniho piivodu ,,obracenou* lu¢avkou kralovskou

Do spalovaci tuby se navazi 3 g vzorku s presnosti neyjméné 0,001 g. Ptida se 7 ml kyseliny
chlorovodikové (2) a 21 ml kyseliny dusi¢né (6). Tuba se umisti do mineralizacniho bloku
a zahtiva se 1 h pii 250 °C. Po vychladnuti se mineralizat filtruje do odmérné banky (100 ml)
a doplni vodou (1) po znacku.

Pro kazdou méfenou sérii se piipravi slepy pokus tak, Zze se provedou stejné operace
bez zkusebniho vzorku.

6 Postup méreni

6.1 Podminky méreni, vinové délky, korekce pozadi

Pfi méfeni se vychazi zpodminek doporucenych vyrobcem pro dany pfistroj. Je tieba
optimalizovat zejména pratoky plyni, vykon plazmatu, vybér vinovych délek, vysku
pozorovani, odeCet pozadi apod. Tyto parametry mohou vyznamnym zplisobem ovlivnit miru
moznych interferenci. Pii optimalizaci metody pro dany pfistroj je nezbytné ovéfit stanoveni
analyzou certifikovanych referen¢nich material (CRM), ptipadné vzorkli z mezilaboratornich
porovnavacich zkousek.

Nasledujici podminky méteni (tabulka 1) jsou pouze moznym ptikladem nastaveni ICP-OES
spektrometru. Podminky jsou uvedeny pro simultanni ptistroj iCAP 6300 firmy Thermo
Electron Corporation v radialnim uspofadani se zmlzovacem typu Meinhard a zvlhovacem
argonu.

Tabulka 1. Priklad podminek méfeni.
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Tlak argonu na zmlzovaci 0,12 MPa
Pritok ptidavného argonu 0,5 I/min
Otacky peristaltické pumpy 50 ot/min méfeni, 100 ot/min. proplach
Promyvaci ¢as vzorku 20s
Integrace signalu v UV oblasti 5s
Integrace signalu ve VIS oblasti 5s
Vykon plazmatu 1150 W
Hadicka pro vzorek Tygon orange/white
Hadicka pro odpad Tygon white/white

Vinové délky a korekce pozadi:Spektrometr iCAP 6300 snima simultanné intenzitu profilu
spektralnich ¢ar s méfenim pozadi v jejich okoli. Vysledkem snimani je dvourozmérné
spektrum piku, tzv. spektralni graf.

Vybér pixelta pro odecet signalu lze softwarové meénit, stejné jako polohu pro odecet pozadi,
kterd se fidi moznymi interferencemi ve spektru vzorku, a pfedev§im samotnym vzhledem
piku analytu a jeho okoli. Je potteba upravit pro kazdy prvek polohu pixelti pro odecet analytu
a pozadi jak pro kalibra¢ni standardy, tak zejména pro realné vzorky, u kterych byva obvykle
pik analytu ovlivnén matrici vzorku.

Teprve po nastaveni odectu pixeld se provede kalibrace a mohou se métit redlné vzorky.
Odecet pozadi musi byt zvolen tak, aby spektralni ¢ara analytu byla co nejméné ovlivnéna
carami jinych prvkd, ale aby byla zaroven dostatecné ucinné provedena korekce pozadi.
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Tabulka 2. Vinové délky (I — atomova ¢ara, II — iontova ¢ara).

Prvek Vinova délka (spektralni fad) Druh spektralni cary
(nm)
Arsen As 189,042 (479) I
Kobalt Co 228,616 (447) 11
Chrom Cr 267,716 (126) 11
Nikl Ni 231,604 (445) 11
Poznamky
9 Pri stanoveni kobaltu, chromu a niklu u vysoce kontaminovanych vzorkit mize byt

probléemem fyzikalni ruseni na spektralnich carach, uvedenych v tabulce 2, kde je
pozorovatelna deprese signalu az o 15 %. Alternativni cary Co 345,350, Cr 357,869
a Ni 341,476 jsou pouzitelné, ale z hlediska spektralniho ruseni, intenzit a detekcnich
limitii méné vhodne.

6.2 Kalibrace

Pro stanoveni obsahu prvkd se pouzivd kalibrace pomoci kalibracnich roztoki, které
se pripravi vhodnym fedénim zékladniho standardniho roztoku (9).

6.2.1 Kalibrac¢ni standardni roztoky

Smésné kalibracni standardni roztoky se pfipravuji pro vSechny prvky stanovované timto
postupem. Ptehled kalibracnich standardnich roztokl a koncentraci pro jednotlivé prvky uvadi
tabulka 3.

Tabulka 3. Piehled standardnich kalibraénich roztoki (mg/l).

Prvek/Standard STDHIGH STD2 STD1 STDLOW
Arsen  As 2,5 1,25 0,5 0
Kobalt Co 5 2,5 1 0
Chrom Cr 10 5 2 0
Nikl Ni 10 5 2 0

6.2.2 Priprava kalibracnich standardnich roztoki

STDHIGH: Do 200ml odmérné baiiky se pipetuje 20 ml zakladniho standardniho roztoku (9)
Odmeérna baiika se doplni roztokem kyseliny chlorovodikové ¢(HCI) = 1 mol/l (4).
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STD2: Do 100ml odmérné banky se pipetuje 50 ml standardniho roztoku STDHIGH a doplni
se roztokem kyseliny chlorovodikové c(HCI) = 1 mol/l (4).

STD1: Do 100ml odmérné banky se pipetuje 20 ml standardniho roztoku STDHIGH a doplni
se roztokem kyseliny chlorovodikové c(HCI) = 1 mol/l (4).

STDLOW: Kyselina chlorovodikova c(HCI) = 1 mol/l (4). Nulovy bod kalibra¢ni kiivky.

Pribéhy kalibra¢nich kiivek jsou pro vSechny prvky linearni. Pfistroj nabizi
pro komplikovanéj$i prubéhy kalibracnich kiivek prolozeni kiivkou vyssiho fadu.

6.3  Stanoveni prvki v mineralizatech krmiv

Vzorky se méfi optimalizovanou metodou za podminek stabilizovanych teplotnich poméra
spektrometru podle ptislusného navodu k pouziti ptistroje a doporuceni vyrobce.

Zaroven se provede slepy pokus se vSemi Cinidly a stejnym postupem, ale bez navazky
vzorku. Do kazdé¢ série je tieba zaradit alespoii dva slepé pokusy.

7 Kontrola kvality

Pro kontrolu kvality méfeni se do kazdé série vzork vkladaji interni referenni materialy
(IRM) navazané na certifikované referencni materidly (CRM) nebo IRM, které prosly
mezilaboratornim porovnanim.

8 Vypocet a vyjadreni vysledki

Koncentrace analytu v roztoku zkusSebniho vzorku a v roztoku slepého pokusu se vypoctou
z kalibra¢ni rovnice. Tento vypocet provadi pfimo vyhodnocovaci program pfistroje. Pokud
jsou parametry slepé¢ho pokusu a IRM vyhovujici, vypocte se vysledna koncentrace prvku
ve vzorku po odecteni slepého pokusu podle vztahu

C,—-C,)xVxF
Xe]em=( - Z])X - % 1000

kde
X etlem j€ obsah prvku vyjadieny v mg/kg,

Cry  je koncentrace ptislusného prvku v extraktu vzorku v mg/l, odectend z kalibra¢niho
grafu,

Cp  je koncentrace prislusného prvku v mg/1 v roztoku slepého pokusu,
m je hmotnost navazky vzorku v g,
F je faktor fedéni,

V' je celkovy objem filtratu nebo extraktu v litrech.
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