Narodni referen¢ni laboratof Strana 1

e

Jednotné pracovni postupy — zkouSeni krmiv  vydani 2

10450.1 — Stanoveni obsahu kadmia a olova
metodou FAAS

Revize 0

STANOVENI OBSAHU KADMIA A OLOVA METODOU FAAS

1 Rozsah a ucel

Metoda specifikuje podminky pro stanoveni Cd a Pb v krmivech a minerdlnich premixech.
Stanoveni je ur¢eno pro mineralizaty pfipravené na suché cesté (zpopelnéni vzorku a rozpusténi
v kyselin¢ dusi¢né) a pro mineralizaty ptipravené na mokré cesté (pfimé rozpousténi v kyseliné
dusicné).

2 Princip

Kadmium a olovo se stanovi po mineralizaci vzorku metodou plamenové atomové absorpéni
spektrometrie (FAAS). Koncentrace stanovovanych prvkid se zjiStuje na zakladé
charakteristické¢ absorpce zafeni na rezonancnich carach téchto prvki v plameni acetylen —
vzduch metodou kalibra¢ni kiivky.

3 Chemikalie

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

1 Kyselina dusi¢na, HNOs, koncentrovana, 65%, c(HNO3) = 14,4 mol/l.

2 Kyselina dusi¢na, HNOs3, roztok piiblizn€ 2% v/v, pouziva se vyhradné k myti skla.
3 Voda (deionizovana, demineralizovana nebo destilovand).

4 Kyselina dusi¢nd, HNOs3, ziedéna, c(HNO3) = 1 mol/l.

Ptiprava: Do 1000ml odmérné banky se odpipetuje 70 ml koncentrované kyseliny
dusi¢né (1), doplni po znacku vodou (3) a promicha.

5 Zékladni komer¢ni certifikované roztoky kadmia a olova o koncentraci 1000 mg/l nebo
smésny certifikovany roztok téchto prvka.

6 Acetylen Cisty a vzduch tlakovy pro FAAS.
7 Kyselina dusi¢nd, HNOs3, ziedéna, c(HNO3) = 10 mol/l.

Ptiprava: Do 1000ml odmérné baiiky se odméti 692 ml koncentrované kyseliny dusicné
(1), doplni po znacku vodou (3) a promicha.

8 Kyselina dusi¢na, HNOs3, ztedéna, c(HNO3) = 0,1 mol/l.

Ptiprava: Do 1000ml odmérné banky se odméti 6,9 ml koncentrované kyseliny dusi¢né
(1), doplni po znacku vodou (3) a promicha.

9 Kyselina dusi¢na, HNO3, 5%.
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Ptiprava: Do 1000ml odmérné baiiky se nalije 500 ml vody (3), pfida se 79 ml kyseliny
dusicné (1). Po vytemperovani se doplni po znacku.

10 Kyselina chlorovodikova, HCI, koncentrovana, 35%, p(HCl) = 1,18 g/ml.
11 Kyselina chlorovodikova, HCI, roztok c¢(HCI) = 6 mol/l.

Ptiprava: Do 1000ml odmérné banky se nalije asi 400 ml vody (3) a pfida se 530 ml
kyseliny chlorovodikové (10). Po vytemperovani se doplni po znacku a promicha.

12 Kyselina chlorovodikovéa, HCI, roztok, c(HCI) = 1 mol/l.

Ptiprava: Do 1000ml odmérné banky se nalije asi 800 ml vody (3) a piida se 88 ml
kyseliny chlorovodikové (10). Po vytemperovani se doplni po znac¢ku a promicha.

4 Pristroje a pomiicky

1 Atomovy absorpcni spektrofotometr s korekci nespecifické absorpce a s vhodnymi
vybojkami pro stanovované prvky, vybaveny hotfdkem s nastavcem pro kfemenny
koncentrator atomil.

Muflova pec s regulaci teploty (100 — 600) °C.

Analytické véhy.

Topna deska s regulovatelnou teplotou.

Davkovaci mikropipety o objemu (100 — 4500) pl.

Analytické filtry kvantitativni (napt. FILTRAK 389 nebo obdobné).

N N R W

Su$éarna laboratorni elektrickd, s moznosti odvétravani, automatickou regulaci teploty
a teplomérem pro rozsah teplot nejméné¢ do 120 °C.

Poznamky

1 Pouzivané laboratorni sklo (pipety, kadinky, odmérné banky atd.) se pred pouzitim
dobre vyplachne vodou a louzi ve ziedené kyseliné dusicné (2) nejlépe pres noc. Poté
se néekolikrat promyje demineralizovanou vodou.

5 Uprava vzorku
5.1  Uprava vzorku

Uprava vzorki se provadi podle CSN EN ISO 6498 Krmiva - Pokyny pro p¥ipravu vzorku
a JPP 60010.1 Postupy tprav zkusSebnich vzorki jednotlivych druhd krmiv.

Potfebné mnozstvi zhomogenizovaného zkusebniho vzorku se upravi na velikost ¢astic mensi
nez 0,5 mm v tfeci misce nebo na mlynku se sitem s velikosti oka 0,5 mm.
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5.2  Postup mineralizace

Postup je urcen pro stanoveni kadmia a olova. Pokud zkusebni vzorek obsahuje organické latky
a neobsahuje fosfaty, ze kterych by pfi spalovani vznikaly nerozpustné produkty, postupuje se
podle 5.2.1.

Pokud je zkuSebni vzorek mineralni slou¢enina nebo obsahuje fosfaty, postupuje se podle 5.2.2.

5.2.1 Rozklad vzorki krmiv organického ptivodu na suché cesté

Varianta A

Do sklenéné nebo 1épe kiemenné 50 ml kddinky (poznamka €. 2) se navazi 2 g zkuSebniho
vzorku s presnosti 0,001 g. Kadinka se ptikryje hodinovym sklickem, vlozi na studenou topnou
desku, jejiz teplota se postupné zvysuje po 50 “C /h aZ do teploty 300 °C. Potom se kadinka
vlozi do studené muflové pece. Nastavi se teplota 300 ‘C a vzorek se ponechd pii této teploté
1 h. Déle se teplota zvysuje postupné po 50 °C/h az do teploty 480 °C. Pfi této teploté se vzorek
poneché nejméné 3 h, nejlépe vSak pies noc. Barva popela se vizudlné posoudi. Pokud je jeste
cerna ¢i tmavée Sedd, vlozi se vzorek zpét do pece a pokracuje se ve spalovani. Jestlize je popel
jiz svétle Sedy, ptida se opatrné po sténach nadobky 1 ml (v pripad€ vétsiho mnozstvi popela
2 ml) kyseliny dusi¢né (1) a nddobka se vlozi na topnou desku, ktera se zahteje na teplotu nizsi,
nez je bod varu (poznamka €. 3). Roztok nesmi viit a mineralizaty se odpafi do sucha. Potom
se opét vlozi do muflové pece , kde se ponechd 1 h pti 480 °C. Po vyjmuti z pece a vychladnuti
se prida podle mnozstvi popela presné¢ 10 ml az 20 ml roztoku kyseliny dusicné (4), ptidané
objemy se zaznamenaji, obsah nddobky se promichd krouZivym pohybem a ponechd stat
nejméné 2 h. Béhem této doby se nddobkou jesté¢ n€kolikrat zamicha nebo 1ze pro dokonalé
rozpuSténi popela pouzit ultrazvukovou lazen. Mineralizat se pfiefiltruje pres husty filtr
do uzaviratelné, nejlépe plastové nadobky.

Zaroven se provede slepy pokus se vSemi €inidly a stejnym postupem s vylouc¢enim vzorku.

Varianta B

Do porcelanového spalovaciho kelimku se podle predpokladaného obsahu prvki navazi 2 g
az 5 g zkuSebniho vzorku s piesnosti 1 mg, kelimek se vloZi do studené muflové pece a teplota
se postupné¢ zvysuje (100 °C/h) az na 480 °C. Vzorek se spaluje pfi této teploté asi 6 h, dokud
se neziska bily nebo Sedy popel (malé mnozstvi uhliku nerusi). Po spaleni, vyjmuti z pece
a ochlazeni, se popel pfevede do 100ml kadinky, zalije 10 ml kyseliny dusi¢né (7), ptikryje
hodinovym sklem a na piskové 14zni nebo topné desce se necha opatrné projit varem. Hodinové
sklo se sejme, kondenzat oplachne vodou (3) a cely obsah se filtruje ptes filtr do 50ml odmérné
banky. Filtr se promyva ziedénou kyselinou dusi¢nou (8). Baiika se po vytemperovani doplni
po znacku a promicha. Obsah banky se ptelije do uzaviratelné plastové nadobky.

Zaroven se provede slepy pokus se vSemi €inidly a stejnym postupem s vylouc¢enim vzorku.
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5.2.2 Rozklad vzorki krmiv mineralniho piivodu na mokré cesté

Varianta A

Podle predpokladaného obsahu prvkl se do 250 ml kadinky se navazi 5 g az 10 g zkusSebniho
vzorku s presnosti 1 mg, pfida se pomalu a opatrné¢ 85 ml kyseliny dusi¢né (9), kadinka
se zakryje hodinovym sklem a umisti se na topnou desku. Od dosazeni varu se zahtiva 30 min.
Hodinové sklo se sejme, kondenzat opldchne vodou (3) a cely obsah se filtruje pies filtr do
100ml odmérné banky. Filtr se promyva ziedénou kyselinou dusi¢nou (8). Bailka se po
vytemperovani doplni po znacku a promicha. Obsah baiiky se pfelije do uzaviratelné plastové
lahvicky.

Zaroven se provede slepy pokus se vSemi ¢inidly a stejnym postupem s vylouc¢enim vzorku.
Varianta B

Do 250ml kadinky se navazi 1 g az 5 g zkuSebniho vzorku s pifesnosti nejméné 0,001 g.
Postupné se za obCasného promichani pfida 75 ml kyseliny chlorovodikové (11) a ptikryje se
hodinovym sklickem. Po ukonc¢eni bouftlivé reakce se kddinka neché piikryta krycim sklickem,
obsah se uvede do mirného varu a vaii se 15 min. Obsah kadinky se jeSté za horka filtruje ptes
stitedné husty filtracni papir do 100ml odmérné bariky. Filtr se promyje horkou vodou (3). Filtrat
v odmérné batice se vytemperuje, doplni vodou (3) po znacku a promiché (zdsobni roztok).
Podle o¢ekavaného obsahu jednotlivych prvki se tento mineralizat méfi bud’ ptimo, nebo po
potfebném nafedéni kyselinou chlorovodikovou (12).

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

Poznamky
2 Pouziti platinovych misek pro vzorky premixii je problematické a nedoporucuje se.
3 Bod varu kyseliny dusicné je 86 °C.

4 Mineralizat lze skladovat v temnu (mimo dosah slunecniho zareni) pri laboratorni
teploté v uzavirené plastové lahvicce maximalne 14 dnii.

5.3  Mé&feni, priprava kalibra¢nich roztokii a krivek
5.3.1 Sestrojeni kalibrac¢nich krivek
Kadmium

Pracovni standardni roztok S2 o koncentraci 10 mg/l: Do 250ml odmérné banky se odpipetuje
2,5 ml zékladniho certifikovaného standardniho roztoku a doplni po znacku roztokem kyseliny
dusicné (4).

Pracovni standardni roztok S3 o koncentraci 1 mg/l: Do 100ml odmérné banky se pipetuje
10 ml pracovniho standardniho roztoku S2 a doplni po znacku roztokem kyseliny dusi¢né (4).
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Kalibra¢ni roztoky: Do sady 100ml odmérnych banék se postupné pipetuje (0; 2; 4; 8; 20) ml
pracovniho standardniho roztoku S3 a pak doplni po znacku roztokem kyseliny dusi¢né (4).
Tato tfedéni odpovidaji koncentracim Cd: (0; 0,02; 0,04; 0,08; 0,2) mg/l. Kalibra¢ni roztoky
se pak prevedou do plastovych nadobek a uzaviou. Uchovavaji se pii laboratorni teploté.

Olovo

Pracovni standardni roztok o koncentraci 10 mg/l: Do 250ml odmérné banky se odpipetuje
2,5 ml zékladniho certifikovaného standardniho roztoku a doplni po znacku roztokem kyseliny
dusicné (4).

Kalibraéni roztoky: Do sady 100ml odmérnych banék se postupné pipetuje (0; 4; 10; 15; 20;

40) ml pracovniho standardniho roztoku a pak doplni po znacku roztokem kyseliny dusi¢né (4).
Tato fedéni odpovidaji koncentracim Pb: (0; 0,4; 1; 1,5; 2; 4) mg/1.

Kalibra¢ni roztoky se pak ptevedou do plastovych nddobek a uzaviou. Uchovavaji se
pfi laboratorni teplot¢.

Poznamky

5 V pripadé potreby Ize koncentrace standardi upravit dle ocekavanych obsahii kadmia
ve vzorcich

5.4  Postup méfeni

Pouzivaji se mineralizaty pfipravené podle 5.2.1. nebo 5.2.2. Mé&fi se v oxidacnim plameni
acetylen-vzduch s nizkym pratokem acetylenu se Stérbinovym hotdkem o délce 10 cm
umisténym v optické ose pfistroje a s vyuziti deuteriové korekce nespecifické absorpce. Pro
kadmium se pouziva vlnova délka 228,8 nm a pro olovo vlnova délka 217,0 nm. Dalsi
pfistrojové parametry (proud pro Zhaveni dutokatodovych vybojek, opticka Sitka Stérbiny,
pratoky plynt atd.) se nastavi podle doporuceni vyrobce pfistroje nebo na zakladé optimalizace
postupu pro konkrétni pfistroj. Mefi se po dosazeni dostateéné stabilizovanych podminek
piistroje (nazhaveni vybojky, teplota plamene) a jeho nastaveni na nejvyssi citlivost pro méfeni
olova a kadmia (poznamka 5).

Absorbance vSech méfenych vzorkii vcetné kalibracni kiivky i s roztokem s nulovou
koncentraci se méfi nejméné 3 x po 2sekundové integraci a po 3sekundové prodleve.

Z naméienych hodnot absorbanci a jim odpovidajicich hodnot koncentraci kalibra¢nich roztokt
se sestroji kalibracni kiivka. Pfi vyhodnoceni zkouSenych vzorki je tfeba dbat na to, aby se
meétené koncentrace nachazely v linedrni ¢asti kalibraéni kiivky.

Pokud ani s kifemennym koncentratorem atoml neni citlivost stanoveni metodou FAAS
dostatec¢na, je tteba vyuzit jinou metodu, napt. ICP-MS.

Poznamky
6 Pro zvyseni citlivosti stanoveni kadmia a olova je pri analyze zpravidla nutné vyuzit
kremenny koncentrator atomii. Pak je zvyseni citlivosti minimalné trojnasobné. Pri jeho
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pouziti je treba prodlouzit dobu pro ustdleni (prodlevu) signdlu nejmené na 5 s.
Stérbinovy kiemenny koncentrator nesmi prijit do stvku s redukénim plamenem.
Zivotnost kremennych trubic lze vyznamné prodlouzit, kdyz se pied prvnim pouZitim
nejprve zmlzuje roztok o koncentraci lanthanu 1000 mg/l po dobu asi 10 min a tento
postup se v priibehu pouzivani trubice periodicky opakuje. Takto upraveny kiemen lépe
vzdoruje slucovani s alkaliemi ve vzorku.

6 Vypocet a vyjadieni vysledki
Obsah kadmia a olova v mg/kg se vypocte podle vztahu

CxV
= ——-X

m

X R

kde

X je obsah sledovaného prvku v mg/kg,

C koncentrace piislusného prvku, odec¢tend z kalibracni kiivky v mg/l,
V objem v ml, do kterého byl ptfeveden mineralizat,

m hmotnost navazky zkusebniho vzorku pro mineralizaci v g,

R korekce na fedéni pfed vlastnim métenim

Va celkovy objem po nafedéni mineralizatu pfed méfenim v ml,

Vn objem mineralizatu pipetovany pro fedéni v ml.
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