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Vyuziti extraktoriit ASE a IKA pro pripravu a ¢iSténi vzorku

pro GC/MS analyzy

Pavla Tieffova, Petra Kosubova
Ustiedni kontrolni a zku$ebni astav zemedelsky, NRL-RO Brno, Hroznova 2, 656 06 Brno
pavla.tieffova@ukzuz.cz

petra.kosubova@ukzuz.cz

1 Uvod

Ptistrojové vybaveni NRL-RO Brno bylo doplnéno o dva nové extraktory, kterymi je mozné ucinné
extrahovat vzorky rozpoustédlem za zvySeného tlaku a teploty (ASE, IKA). Cilem prace bylo najit
a posoudit moznosti vyuziti téchto extraktorti, optimalizovat metody a zavést nové typy extrakce

do stavajicich postupti ptipravy vzorki ke GC/MS analyze.

Extraktor ASE 100 je pln¢ automatizované a programovatelné zafizeni, umoziujici extrakci
jednoho vzorku rozpoustédlem za zvySeného tlaku a nastavitelné teploty. Nerezové extrakéni cely
s vnitinim objemem 11 ml, 34 ml a 64 ml pro umisténi vzorku jsou rozebiratelné. Tvoii je
silnosténny nerezovy valec a Sroubovaci vicka s otvory pro ptivod rozpoustédla. Na vystupu z cely
extrakt prochazi pfes kovovou fritu, chranénou celulézovym filtrem proti ucpani jemnymi
CasteCkami ze vzorku. Vzorek se smichd s hygroskopickou kiemelinou nebo bezvodym siranem
sodnym a objem cely se doplni inertnim materialem nebo sorbentem. Spravnou volbou sorbentu
a extrakcnich podminek lze ziskat extrakt dostatecné Cisty pro piimé koncové stanoveni. K extrakci
l1ze pouzivat organickd rozpoustédla s teplotou samovzniceni vyssi nez 200 °C. Nelze pouzit napf.
sirouhlik, diethylether a dioxan nebo rozpoustédla na bazi vody v rozsahu pH 2 az pH 11. Extrak¢éni
cyklus je rozd€len na statickou Cast a na promyti cely Cistym rozpoustédlem. Opakovanim téchto
cykli se zvySuje UCinnost extrakce. Dalsi kritické parametry pro vymyvani latek ze vzorku
a sorbentu jsou extrakéni sila rozpoustédla a teplota. Zména tlaku nema vyrazny vliv, a proto
u tohoto typu zafizeni je tlak udrzovan na konstantni hodnoté 11,7 MPa. Na zavér extrakéniho cyklu

je cela se vzorkem profouknuta a vysusena proudem dusiku.

Vyhodou tohoto zatizeni je moznost spojit extrakci vzorku se sou¢asnym zachycenim nezadoucich

koextraktli na vhodném sorbentu, umisténém do extrakcni cely spolu se vzorkem (selektivni PLE).



Extraktor IKA je celosklenéné zatfizeni, kterym lze G¢inné extrahovat Ctyfi vzorky soucasné.
Extrakéni nadobky s rozpoustédlem jsou zasazeny do vyhtivaného kovového termobloku, ktery
muze byt rychle ochlazen pfipojenou vodou. Vzorek se umisti do nastavce s fritou, spoji se
s extrakéni nddobkou a zpétnym chladi¢em. Pary rozpoustédla prochézeji pies fritu do vzorku a ten
je fluidn¢ extrahovan. Po ochlazeni vznikne v aparatuie podtlak a rozpoustédlo se pies fritu nasaje
zpét do spodni ¢asti. Po opétovném zvySeni teploty se cyklus opakuje s Cistymi parami rozpoustédla
a extrakt se koncentruje ve spodni nadobce. Pocet extrak¢énich cykll, teplota vyhiivani a doba

potiebna pro jednotlivé kroky se nastavi v ovladacim programu pro toto zafizeni.

2 Material a metody
2.1 Chemikalie

Vsechny pouzité chemikalie byly ¢istoty minimalné p.a., nejlépe vSak kvality pro rezidualni analyzu.

Dostatecna Cistota sorbentl a rozpoustédel byla kontrolovana analyzou slepého vzorku.

Rozpoustédla hexan, dichlormetan, chloroform, isooktan,

Florisil 0,15mm az 0,25 mm, Merck; aktivace 4 hod/650 °C, reaktivace 5 hod/150 °C,
Silikagel 100/resp. 60 (0,063 mm az 0,200 mm), Merck; aktivace 12 hod/150 °C,
Siran sodny, aktivace 6 hod pii 550 °C,

Spe-ed Matrix, Applied Separations,

Mofi'sky pisek, vyzihany 12 hodin pii 550 °C,

Vnitini standardy PCB 30, PCB 155, 1°C,-4,4’-DDE, *C¢-lindan, Absolute Standards,
Smésné standardy CEN PCB MIX1, Supelco; 10 pg/ml heptanu,

Pesticide MIX13 Dr. Ehrenstorfer; 10 pg/ml cyklohexanu,

Standardni referenc¢ni material krmna smés CRM 115, BCR,

Standardni referen¢ni material Cistirensky kal IMEP 21, IRMM,

Interni referenéni material sediment SETOC 764, WEPAL.

2.2 Pristroje a pomiicky

Plynovy chromatograf Varian 3800 GC, kapilarni kolona DBS5-MS  (J&W Scientific);
(60 m x 0,25 mm x 0,25 pm).

Teplotni program pece: 90 °C (1 min), 200 °C (25 °C/min), 250 °C (4 °C/min), 280 °C (15 °C/min,
15 min). Splitless nastiik (1 pl), teplota injektoru 270 °C. Nosny plyn He 5.0, priitok 1 ml/min.



Hmotnostni spektrometr Varian 1200 MS, umoznujici tandemovou hmotnostni spektrometrii.
El ionizace pti 70 eV. Teplota (iontovy zdroj/spojeni GC-MS) 200/275 °C. Kolizni plyn Argon 4.6,
tlak 2,2 mTorr, $ifka m/z prekurzoru/produkta 0,7/1,0.

Sestava pro gelovou permeac¢ni chromatografii (GPC): HP 1050 pumpa, nastfikovy ventil
Rheodyne (model 77251) s ptepliiovaci smyckou (1 ml), separa¢ni kolona (8 mm x 500 mm), napli
Bio-Beads S-X3 200-400 mesh, mobilni faze chloroform, pritok 0,6 ml/min.

Sbérac frakci Gilson FC 203B, sbér PCB/OCP frakce mezi 20. min. az 34. min. Teflonové filtra¢ni
disky 30 mm x 0,45 um.

Rotaéni vakuova odparka (RVO),

Muflova pec,

Ultrazvukova lazen,

Laboratorni sklo.

2.3 Pracovni postup
Tyto pracovni postupy jsou doplnénim standardniho opera¢niho postupu SOP 30 (1).

2.3.1 ASE extrakce PCB/OCP ze vzorki krmiv s vysokym obsahem tuku (SOP 30,

kapitola 5.2.2-A)

Do 34ml extrakéni cely se vlozi filtr, 6 g florisilu a rozetiend smés 2 g vzorku, 20 ng vnitinich
standardi (PCB 30, PCB 155, 13C12-4,4'-DDE a 13C6-lindanu), 4 g Na,SO4 a dalsi 4 g florisilu.
Zbyvajici prostor se vyplni vyzihanym piskem, cela se uzavie Sroubovacim vickem a vlozi
do pristroje. Nastavi se pfislusny extrakéni program a spusti se proces. Ziskany extrakt se prevede
do 100ml banky, odpaii pomoci RVO na objem 1 ml az 2 ml, pfevede se do 2ml vialky, prida se
0,2 ml isooktanu, odpaii se mirnym proudem dusiku na objem asi 0,2 ml. Pfevede se automatickou

pipetou do insertu o objemu 0,25 ml a vlozi se do vialky.

Extrakéni program (rybi moucky)

Cela 34 ml, extrakéni rozpoustédlo 15% DCM v hexanu, T = 40 °C; 2 cykly,
Time (static/purge) = 600/20 s, Flush = 150 %.

Celkova doba extrakce 28 minut, objem eluatu piiblizné¢ 80 ml.

2.3.2 ASE extrakce PCB ze vzorku distirenskych kali (SOP 30, kapitola 5.2.2-B)
Do 34ml extrakéni cely se vlozi filtr, 6 g florisilu a rozetfena smés 2,5 g vzorku, 4 g florisilu,
2 g silikagelu, 1 g kiemeliny a 0,5 ml roztoku vnitiniho standardu (50 ng PCB 30 a PCB 155).

Objem cely se doplni siranem a kfemelinou, uzavie se Sroubovaci vicko a cela se vloZi do pfistroje.



Nastavi se program a spusti se start. Po skonéeni extrakce se vlozi promyvaci cela a systém se 2 x
proplachne ¢istym rozpoustédlem. Ziskany extrakt se pfevede do 100ml banky, odpaii pomoci RVO
témér k suchu, odparek se rozpusti v chloroformu, ptefiltruje se pies teflonovy disk do 4ml vialky

a doplni se chloroformem do 4 ml. Vzorek je pfipraven na doc¢isténi metodou GPC.

Extrakéni program (Cistirenské kaly) Cela 34 ml, extrakéni rozpoustédlo 15% DCM v hexanu,
T =100 °C; 2 cykly, Time (static/purge) = 600/40 s, Flush = 120 %.

Celkova doba extrakce 30 minut, objem eluatu piiblizné¢ 85 ml.

3 Vysledky a diskuse

Pfi optimalizaci extrakce pozadovanych analyti ze vzorku byly odzkouSeny postupy uvedené
v aplikacnich listech a v navodu k ASE 100 (2) a v publikovanych studiich (3,4,5, 6)

o PLE (pressurized liquid extraction).

3.1 ASE extrakce krmiv

Hlavnim cilem bylo nalézt podminky pro jednokrokovou ptipravu vzorku krmiv pro GC/MS analyzu
PCB a OCP. Zékladni nastaveni vychdzelo ze studie J. L. Gomez-Arizy (7), ktery optimalizoval
selektivni PLE pro extrakci polychlorovanych bifenyla z biotickych materiala (ryby, vejce, Skeble).

Kritickym faktorem je teplota extrakce. S jejim zvySovanim roste vytéznost sledovanych analyta, ale
zaroven 1 mnozstvi uvolnéného tuku. Optimalizace byla provedena na vzorku krmné suroviny - rybi
moucky s obsahem sledovanych latek pod mezi stanovitelnosti. Vzorek byl obohacen ptidavkem
smesného standardu na koncentrac¢ni hladiné 10 ppb az 20 ppb. Byl ovéfen vliv extrakéniho Casu,
elucni sily rozpoustédla a teploty na vytéznost analytti a eluci tuku. Extrakty s vys$Sim podilem tuku

bylo nutné pied koncovou GC/MS analyzou jesté precistit metodou GPC.



Tabulka 1: Vliv extrakéni sily rozpoustédla na vytéZnost SPLE

Rybi moucka Vytéznost (%)

SPLE (florisil) T =40 °C, extrakce 2 x 10 min

GPC ne ne ano ano

% DCM v hexanu 15 30 50 100

PCB - indikatorové ¥ 99 120 115 107

OCP - zakladni ” 100 94 97 99

OCP - rozsitujici °) 75 74 83 73

OCP - kritické ¥ 27 37 36 29

YPCB 28, 52, 101, 118, 138, 153, 180

Y HCB, o-,B-,y-,6-HCH, 0,p’-, p,p’-DDE, DDD, DDT

9 HEPT, HEPX-A, B, oxychlordan, cis-/trans-chlordan, aldrin, dieldrin, endrin, isodrin, a-,B-endosulfan, mirex
methoxychlor

9 endrin, B-endosulfan

Pro PCB a zakladni skupinu OCP byla dostatecna ucinnost extrakce jiz pti pouziti 15 % DCM.
Pro polarnéjsi latky skupiny OCP pii dané teploté nebylo dosazeno uspokojivé vytéznosti ani pro
100 % DCM. Vliv rostouci elucni sily rozpoustédla nebyl rozhodujici, jako optimalni byl
vyhodnocen 15 % DCM v hexanu.

Tabulka 2: Vliv extrak¢niho ¢asu na vytéznost SPLE pro OCP

Rybi moucka Vytéznost (%)

SPLE (florisil) T=40°C, 15 % DCM v hexanu

Pocet cyklu x ¢as 2 x 10 min 3 x 10 min 3 x 15 min
HEPT, HEPX-A, B 88 88 89
cis/trans/oxy-chlordan 84 85 85
Drinové slouceniny 75 74 80
Endosulfany 66 61 70
Methoxychlor 113 125 117
Mirex 102 101 103
OCP - kritické ¥ 36 28 38
 endrin, p-endosulfan




Pocet extrakénich cykld a trvani statické faze také nebylo rozhodujicim faktorem pro zvySeni
ucinnosti eluce pro zadnou ze skupin sledovanych parametri. Ve shod¢ s literaturou bylo zvoleno

nastaveni extrakce se dvéma statickymi cykly po 10 minutach.

Tabulka 3: Vliv teploty extrakce na vytéZnost SPLE pro OCP

Rybi moucka Vytéznost (%)

SPLE (florisil), 2 x 10 min 15 % DCM v hexanu 100 % DCM
GPC ne ano ano ano
Teplota (°C) 40 60 100 100
HEPT, HEPX-A, B 71 99 95 101
cis/trans/oxy-chlordan 104 107 111 101
Drinové slouc¢eniny 49 56 92 90
Endosulfany 0 0 44 101
Methoxychlor 0 0 0 111
Mirex 95 95 95 102
OCP - kritické ¥ 0 0 19 75

¥ endrin, p-endosulfan

Pro vSechny sledované latky s vyjimkou drinovych sloucenin, endosulfanu a methoxychloru
je dostacujici extrakéni teplota 40 °C, pii které je mnozstvi uvolnéného tuku minimalni a extrakt

po zakoncentrovani Ize ptimo pouzit pro koncovou analyzu.

Z porovnani vysledkt v tabulkach 2 a 3 vyplyva vysoka variabilita vytéznosti pro skupinu drinovych
OCP (aldrin, dieldrin, endrin, isodrin), endosulfanii a methoxychloru. Divodem muze byt i to,
Ze experimenty pro stanoveni vlivu extrakéniho Casu a teploty byly provedeny s riznymi vzorky rybi
moucky. Obsah tuku ve vzorku ma vyrazny vliv na vytéznost SPLE za jinak stejnych podminek.

Pro kritické analyty se podatilo dosdhnout uspokojivé vytéznosti pii teploté extrakce 100 °C a 100 %
DCM, ale z extraktu bylo nutné odstranit tuk docisténim na GPC. Pro tyto latky je lepsi pouzit
zpusob extrakce vytfepanim vzorku do vhodného rozpoustédla (LSE). Postup s vytfepanim
do ethylacetatu byl testovan v ramci validace pfipravované evropské normy pro stanoveni PCB/OCP
v krmivech.

V tabulce 4 jsou uvedeny vytéZnosti extrakce za optimalizovanych podminek pro vzorky krmiv
s obsahem tuku 1 % aZ 15 %. Pro extrakci vzorki s vysokym obsahem tuku (rybi moucky, fepkové

expelery) byla optimalni teplota 40 °C, pro krmné suroviny s nizkym obsahem tuku (susené mléko,




pojiva, lusténiny) je tfeba pouzit vyssi teplotu, 60 °C. RozSifena nejistota stanoveni pro PCB; HCB;

HCHs; DDTs pti obohaceni na trovni 10 ppb az 20 ppb byla (15; 23; 10; 13) %.

Tabulka 4: Ovéreni optimalizovanych podminek SPLE pro krmiva s riiznym obsahem tuku

Krmna smés Vytéznost (%)

SPLE (florisil) 15% DCM v hexanu, 2 x 10 min

Teplota (°C) 60 40 40
Tuk (%) 1,00 8,55 14,86
PCBs ¥ 105 99 100
HCB 91 101 96
HCHs 91 98 100
DDTs ¢ 103 100 94

JPCB 28, 52, 101, 118, 138, 153, 180
b o-,B-,y-,0-HCH
90,p’-, p.p’-DDD, DDE, DDT

Optimalizované podminky pro SPLE byly ovéteny analyzou certifikovaného krmiva CRM 115.
Stanovené obsahy sledovanych latek byly vyhovujici (obrazek 1).

Obrazek 1: Ovéreni optimalizovanych podminek SPLE pomoci CRM 115 (krmné smés)
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3.2 ASE extrakce kalua

Extrakéni podminky pro indikatorové kongenery PCB byly optimalizovany na vzorku sedimentu
IRM 764, ktery je pravidelné zatazovan do okruznich testi SETOC, a proto je pouzivan jako interni
referencni  materidl. Referenéni hodnota obsahu sledovanych latek byla  ziskdna
z medianu hodnot uvedenych ve sborniku vysledkt téchto kruhovych testti. Vzorky Cistirenskych
kalti patfi mezi obtizné matrice. Z extraktu je tfeba odstranit velké mnozstvi rusivych koextraktt.
Nejvétsi problémy Cini vysoky obsah mineralnich oleju a siry. Zakoncentrované extrakty z ASE byly
¢istény pomoci GPC a vhodné bylo i dalsi docisténi na sloupci sorbentu, smoc¢eného koncentrovanou

kyselinou sirovou.

Kritickym parametrem nastaveni je opét teplota. Jako optimalni byla vyhodnocena extrakce pii

100 °C. Dalsi zvySovani teploty uz nemélo vyrazny vliv na vytéznost.

Tabulka 5: Vliv teploty na vytéznost SPLE

IRM SETOC 764 Vytéznost (%)

SPLE (florisil + silikagel) Extrakce 2 x 10 min, 15% DCM v hexanu
Teplota Obsah PCB 40 100 150

(°O) (ng/g susiny)

PCB 28 25,8 63 89 94
PCB 52 35,5 73 105 103
PCB 101 56,6 66 87 94
PCB 118 36,5 69 88 95
PCB 138 84,1 88 114 113
PCB 153 83,3 97 121 125
PCB 180 49,7 90 118 114

Optimalizovan byl celkovy objem promyvaciho rozpoustédla. V programu extraktoru se nastavuje
procenty promyti cely (% flush) a vysledny objem extraktu zaleZi na velikosti a mife naplnéni cely.

Jako dostacuji bylo zvoleno 120% promyti.




Tabulka 6: Vliv promyti extrak¢ni cely na vytéZnost SPLE

IRM 764, IMEP 21 Vytéznost (%)
SPLE (florisil + silikagel) Extrakce 2 x 10 min, T =100 °C, 15 % DCM v hexanu
Promyti cely rozpoustédlem

Flush (%) 50 80 90 100 120 150
PCB 28 66 60 83 79 96 100
PCB 52 76 66 90 98 107 90
PCB 101 79 61 87 76 103 111
PCB 118 67 62 82 78 115 116
PCB 138 84 72 99 99 114 105
PCB 153 84 66 90 87 111 89
PCB 180 66 60 94 73 94 95

Nastavené podminky byly ovéfeny analyzou referencniho vzorku kalu CRM IMEP 21. Referen¢ni
material byl pfipraven 1 pavodnim postupem (Soxtec-SPE-GPC) a vysledky byly porovnany
(obrazek 2).

Obrazek 2: Ovéreni optimalizovanych podminek pro ASE extrakci kali pomoci IMEP-21
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IMEP _ref: vzorek referencniho materialu pfipraven postupem Soxtec-SPE-GPC
IMEP_ASE: vzorek referen¢niho materialu pfipraven optimalizovanym postupem ASE

IMEP_IRMM: certifikovana hodnota referenéniho materialu s rozsifenou nejistotou stanoveni.




Hodnoty obsahu PCB stanovené obéma postupy extrakce a Cisténi byly ve vzajemné velmi dobré
shodé. Horsi shoda vysledkii pro nékteré kongenery PCB s referen¢ni hodnotou, stanovenou
v kruhovém testu IMEP, lze vysvétlit pouzitim odlisné analytické kolony i jiného typu detektoru
(MS/MS rezim méteni), nez mély k dispozici ostatni zii€astnéné laboratote.

Optimalizovanou SPLE metodou bylo prométeno 35 vzorkiu Cistirenskych kali z programu
monitoringu 2005 a vysledky byly porovnadny s paralelnim stanovenim podle pivodniho
postupu (Soxtec-SPE-GPC). Obsahy sumy indikatorovych kongenertt PCB u téchto vzorkil byly
v rozmezi 10 az 325 ng/g susiny vzorku, s primérem 80 ng/g.

Rozsifend nejistota stanoveni pro jednotlivé kongenery PCB 28; 52; 101; 118; 138; 153; 180 byla
(7,9; 10,0; 14,5; 17,4, 9,1; 5.4; 8,7) %.

3.3 Extraktor IKA

Tento extraktor 1ze pouzit pro PLE i SPLE metodu ptipravy vzorku. Jednim z kritickych parametra
pro nastaveni podminek extrakce je upevnéni sklenéné aparatury do termobloku. Podminky
pro extrakci v jednotlivych pozicich se liSily a bylo obtizné najit spole¢né nastaveni pro vyhtivani
a nasledné chlazeni extrak¢nich nddobek. Nespornou vyhodou tohoto zatizeni je jeho jednoducha
udrzba a vysoka Cistota skla, proto je tento extraktor prevazné pouzivan k ptecisténi materialii

pro stopova stanoveni blizicich se detek¢nim limitim.

4 Zavér

Byly optimalizovany podminky pro selektivni extrakci (SPLE) indik4torovych kongeneri PCB
a persistentnich organochlorovych pesticidi (OCP) v piistroji ASE 100. Byla ovéfena metoda
jednokrokové ptipravy vzorku krmiv s riznym obsahem tuku a pracovni postup byl piipojen
k SOP 30 flexibilni akreditované zkousky (1). Metoda byla ovéfena analyzou certifikované¢ho
referen¢niho materialu CRM 115.

Byla zavedena SPLE metoda ptipravy vzorki Cistirenskych kalli pro GC/MS stanoveni PCB. Metoda
byla ovéfena analyzou certifikovaného referencniho materidlu IMEP 21 a proméfenim 35 vzorkl
Cistirenskych kalt.

Byly ovéfeny funkce a moznosti pouziti extrakéniho zatizeni pro fluidni extrakci FEX IKA

pro potieby extrakce vzorkil a do¢istovani materiali pro rezidudlni analyzy.
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Stanoveni thalia ve vzorcich rostlinného materialu

Eva Cifmdrovd, Eva Fojtlovd, Eva Urbdnkovi
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1 Uvod

Thalium je povazovano za vyznamny toxicky prvek, kterému je tfeba vénovat znacnou pozornost
zejména v souvislosti s jeho schopnosti pfechazet do nékterych rostlin. Akutni a chronicka toxicita
thalia je srovnavana s toxicitou kadmia, rtuti a olova. Jeho skodlivé ucinky pfi intoxikaci mohou vést
napt. k vypadavani vlast, k poruchdm nervového nebo traviciho systému clovéka. Piijem thalia
a jeho akumulace v rostlinach jsou znacné zavislé na druhu rostliny. Vyznamné je thalium ptijimano
fepkou a piibuznymi olejnatymi rostlinami a mize tak potencialné vstupovat do potravniho fetézce.
V soudasné dobé nejsou v CR dostupné zadné doporuéené maximalni hodnoty pro obsah tohoto
prvku v krmivech nebo potravinach. Jako prozatimni pracovni rozsahy byly stanoveny pouze
koncentrace v rozmezi (0,4 — 2) mg/kg Tl v susiné pro picniny a v rozmezi (0,25 — 0,5) mg/kg
v suSiné pro potraviny. Vyskyt thalia ve vzorcich krmiv a surovin pouZzivanych pro jejich vyrobu
neni tedy presné¢ znam, proto predmétem prace bylo i1 zjiSténi moznych obsahti thalia u vybranych
druhti rostlin, ptip. krmiv na bazi rostlinného charakteru vytypovanych s ohledem na potenciondlni
zvysSeny obsah tohoto prvku. V ramci této prace byl z analytického hlediska ovéfen vhodny zptisob
mineralizace vzorkli a dale byl provéfen vztah mezi dvéma riznymi zplisoby koncového
analytického stanoveni thalia s pouzitim vhodné optické instrumentace s dostatecnou citlivosti

pro tento prvek.

2 Material a metody

Pro ovéfeni a optimalizaci vhodného postupu byly pouzity vzorky rostlinného materialu. Jednalo
se prevazné o fepkové semeno, fepkové expelery, fepkovy Srot, slunenicové semeno, sojovy Srot
a slune¢nicovy Srot. Pouzivaji se jako suroviny pro ptipravu krmnych smési a jsou sledovany v radmci
programu monitoringu krmiv. Vzorky byly odebrany a analyzovany v NRL-RO Brno a rovnéz

v ramci spoluprace s laboratoii I[CP-MS spektrometrie MZLU Brno.
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Vzorky byly mineralizovany metodou na mokré cest¢ za normalniho tlaku a dale s pouzitim
mikrovinného rozkladu. V pfipravenych mineralizatech vzorka byl obsah thalia stanoven metodou
atomové absorpcni spektrofotometrie s elektrotermickou atomizaci ETA-AAS a také metodou
hmotnostni spektrometrie s indukéné¢ vazanym plazmatem ICP-MS. Vzorky olejnatych semen
(fepka, slunecnice, sojové boby) a extrahované Sroty nebyly pfed navazovanim upravovany mletim,
ale byly navazovany v nepomletém stavu. Vzorky fepkovych a slune¢nicovych expeleri, fepkového
piip. sojového nebo slunecnicového toastovaného Srotu byly predupraveny homogenizaci a mletim
na laboratornim mlynku VM-7 Minirazant. Ve vSech vzorcich byl stanoven obsah vlhkosti
gravimetricky jako tibytek po vysuseni vzorku pfi teploté (103 + 2) °C dle metody Stanoveni obsahu
vlhkosti v krmivech dle kapitoly 1.1 uvedené¢ v Postupech laboratorniho zkouseni krmiv,

doplnikovych latek a premixt.

2.1 Pristroje a zarizeni

1  Mineraliza¢ni zafizeni dvacetimistné s programovatelnym nastavenim teploty a s vodnimi

chladi¢i (Kjeldatherm, Gerhardt, Bonn, SRN),

2 Mineraliza¢ni zatizeni mikrovinné MWS-3 Speedwave (Berghof, SRN), mineraliza¢ni nadoby

vysokotlaké s pojistnym ventilem,
3 Podvarové destilacni zafizeni pro ptipravu ultracistych kyselin BSB-939-IR (Berghof, SRN),

4  Atomovy absorpéni spektrofotometr s elektrotermickym atomizatorem a moznosti korekce
nespecifické absorpce na principu Zeemanova jevu, AAnalyst 600 (PerkinElmer Instruments,
USA) vybaveny autosamplerem, grafitové kyvety THGA a THGA-END CUP s platformou
pokryté pyrolytickym grafitem,

5  Bezelektrodova vybojka (EDL) jako zdroj zatfeni pro thalium,

6  Hmotnostni spektrometr s indukéné vazanym plazmatem ELAN 6000 (PerkinElmer SCIEX,
Norwalk, USA),

7  Zafizeni pro piipravu vysoce Cist¢ demineralizované vody (Millipore, USA),

8 Laboratorni mlynek VM-7 (Minirazant, CR).
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2.2 Chemikalie a roztoky

1  Kyselina dusi¢nd, 65% (m/m), c(HNO3) = 14,4 mol.I”, p(HNO;3) =14 g.ml'l,
2 Kyseliny dusiéna ziedéna, c(HNO;z) = 0,5 mol.l”,

3 Peroxid vodiku, 30% (m/m),

4  Chemické modifikatory matrice pro ETA-AAS méfeni, roztok Pd o koncentraci ¢ = 1 g.I”
v 0,5% HNOs3, roztok kyseliny askorbové o koncentraci ¢ = 10 g.I"' v H,O, (Analytika s.r.o.
Praha),

5 Vnitini standard pro ICP-MS méfeni, roztok Lu o koncentraci ¢ = 10 pg.1™”,
6  Argon Cistoty 4.8.

Vsechny pouzivané chemikalie pro mineralizaci, fedéni i méfeni vzorkt byly ¢istoty minimalné p.a.
(Lachema, CR) nebo vyssi. Kyselina dusi¢na byla pouzivana po predestilovani podvarovou destilaci.
Pro pfipravu vsSech roztokli byla pouzivana vysoce Ccistd demineralizovana voda Milli Q
s kontrolovanym obsahem stanovovanych slozek o mérném odporu (resistivitd) 18,2 MQ.cm™
(Millipore, Bedford, USA). Kalibracni standardni roztoky pro méfeni byly pfipraveny postupnym
fedénim certifikovaného zékladniho standardniho roztoku thalia o koncentraci 1 g.I' (Analytika
s.r.0. Praha, CR).

2.3 Zpisob mineralizace vzorki

Vzorky byly mineralizovany obéma dale uvedenymi postupy vzdy v paralelnim stanoveni. Kazda
série mineralizace se skladala z vhodného poctu vzorkl dle typu pouZzitého mineraliza¢niho zafizeni,

z 1 vzorku interniho referen¢niho materidlu a 1 az 2 slepych pokust.

2.3.1 Mineralizace kyselinou dusi¢nou a peroxidem vodiku za normalniho tlaku- mineraliza¢ni

zarizeni Gerhardt

Navazka upraveného vzorku se oxiduje peroxidem vodiku v prostfedi koncentrované kyseliny
dusic¢né za varu.

Vzorky byly mineralizovany dle Jednotnych pracovnich postupti UKZUZ Analyza rostlinného
materidlu (2005) dle kapitoly 2.2.1 v mirné modifikovaném postupu. Modifikace spocivala

v ptidavku celkového objemu peroxidu vodiku a zvySeni teploty pfi mineralizaci.
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Pracovni postup mineralizace

Do mineraliza¢ni trubice se navazi 1,000 g upravené¢ho a vysuSeného materidlu s presnosti
na 0,001 g, pridd se 8 ml koncentrované kyseliny dusiéné a smés se nechd stat pfes noc
pfi laboratorni teploté v digestofi. Po této dobé se ke vzorkiim ptidd 10 ml peroxidu vodiku 30%,
nasadi se zpétné chladi¢e s vodnim chlazenim a trubice se umisti do mineralizacniho bloku za
postupného zvysSovani teploty. Mineralizace vzorkl poté probiha 1 hodinu pfi teploté (150 £ 5) °C.
Po skonceni mineralizace a Gplném vychladnuti se mineralizat kvantitativné pfevede pies analyticky
kvantitativni filtr stfedni hustoty (napt. Filtrak 389) do odmérné baiky o objemu 50 ml. Vzorek na
filtru se promyva ziedénou kyselinou dusi¢nou (0,5 mol.I") a po vytemperovani na laboratorni
teplotu se doplni ziedénou kyselinou dusi¢nou (0,5 mol.I") po znadku. Mineralizat se prevede

do uzaviratelnych plastovych lahvicek.

2.3.2 Mineralizace Kkyselinou dusiénou a peroxidem vodiku v uzavieném systému

s mikrovinnym ohfevem-mineraliza¢ni zarizeni MWS-3

Navazka upraveného vzorku se oxiduje peroxidem vodiku v prostfedi koncentrované kyseliny

dusi¢né v uzavieném systému za kontrolovaného nartstu teploty.

Vzorky byly mineralizovany dle Jednotnych pracovnich postupit UKZUZ Analyza rostlinného
materialu (2005) dle kapitoly 2.2.2 postup B vysokotlaky rozklad.

Pracovni postup mineralizace

Do mineralizacni nadoby se navazi 0,5 g upraveného a vysuseného materidlu s presnosti na 0,001 g,
prida se 8 ml koncentrované kyseliny dusi¢né a 2 ml peroxidu vodiku 30%. Teflonova nadobka se
uzavie vickem a umisti se do mineraliza¢niho zafizeni. Rozklad probihé podle teplotniho programu
uvedeného v tabulce ¢.1. Po ukonceni mineralizace se obsah pievede do 25 ml odmérné baiiky,
mineraliza¢ni nddoba se proplachne vodou a barika se po vytemperovani doplni demineralizovanou
vodou po znacku. Poté se obsah baiiky filtruje s pouzitim analytického kvantitativniho filtru (napf.

Filtrak 390) do plastové lahvicky.

Tabulka €. 1: Teplotni program mikrovinné mineralizace, zafizeni MWS-3

Teplota (°C) 150 190 100 100
Casovy narust (min) 5 4 2 2
Casova prodleva (min) 4 5 10 10

15




2.4 Zpisob stanoveni obsahu thalia

Obsah thalia v pfipravenych mineralizatech byl stanoven metodou externi kalibra¢ni kiivky dvéma
podstatné odliSnymi optickymi metodami, které vSak vykazuji srovnatelnou citlivost stanoveni

pro nizké koncentrac¢ni obsahy tohoto prvku.

2.4.1 Stanoveni Tl metodou ETA-AAS

Pro kalibraci thalia byla pouZita externi kalibra¢ni kiivka v rozsahu koncentraci (0; 1; 2; 5; 10) pg.l"
v matrici kyseliny dusi¢né a peroxidu vodiku (160 ml HNO; p.a. podvarové destilované + 40 ml

H,0; p.a./1000 ml demineralizované vody). Kalibracni kiivka byla linearni v celém rozsahu
métenych koncentraci (R > 0,9999).

Jako chemicky modifikator matrice byla pouzita redukovana forma palladia, ktera vaze analyt
do vysokych teplot. Je-li palladium dédvkovano ve své elementarni formé (pridavkem redukujicich
¢inidel nebo teplotni redukci), uplatituje se jeho schopnost silné intermetalické vazby s atomy kovi.
Do grafitové kyvety se ddvkovalo 8 pl modifikatoru palladium (0,1% roztok), 5 pl modifikatoru
kyseliny askorbové (1% roztok) a 20 ul vzorku, slepého pokusu nebo kalibraéniho standardu. Jako
vnéjsi 1 vnitini inertni plyn byl pouzit argon Cistoty 4.8. Pro vyhodnoceni byla pouzita integrovana
plocha signélu po korekci na nespecifickou absorpci.

V tabulce ¢. 2 je uveden teplotni program pro elektrotermicky atomizator s piicné vyhtivanou
grafitovou kyvetou s integrovanou platformou a Zeemanovou korekci pozadi. V tabulce ¢. 3 je

uvedeno nastaveni piistroje ETA-AAS.

Mez detekce metody byla stanovena jako 3SD slepého pokusu, LOD = 25 pgkg”, mez
stanovitelnosti byla stanovena jako 10SD slepého pokusu, LOQ = 50 pug.kg™.

Tabulka €. 2: Teplotni program méfeni Tl s modifikatorem matrice

Krok Proces Teplota Rychlost Doba Pritok Ar | Integrace
O ohievu (s) | procesu (s) (ml.min'l) signalu
1 SuSeni 100 5 35 250 off
2 Suseni 130 20 35 250 off
3 Pyrolyza 850 20 10 250 off
4 Atomizace 1700 0 3 0 on
5 Cisténi 2450 1 3 250 off

16



Tabulka €. 3: Nastaveni pristroje AAnalyst 600 se Zeemanovou korekci pozadi a pii¢né

vyhFivanou grafitovou kyvetou THGA, ETA-AAS

Vlnova délka 279,8 nm

Zhaveni EDL lampy 340 mA

Sitka Stérbiny 0,7L

Signal AA-BG, peak area
Integrace signalu 3s

BOC time 2s

Delay time 0s

Teplota nasttiku do kyvety 20 °C

2.4.2 Stanoveni Tl metodou ICP-MS

Pro kalibraci thalia byla pouzita externi kalibraéni kiivka vrozsahu koncentraci
(0; 1; 5; 10; 50) pg.1" v matrici kyseliny dusiéné (1ml HNOj; &istoty suprapur Merck/50 ml objemu
banky). Kalibra¢ni kiivka byla linearni v celém rozsahu meéfenych koncentraci (R > 0,9999).
Pro stanoveni byl pouzit izotop “Tl. Jako interni standard pro potladeni vlivu nespektralnich
interferenci byl pouzit roztok lutecia o koncentraci 10 pg.l' (signal izotopu '“Lu), roztok byl
pfisavan peristaltickou pumpou automaticky pii méteni. Vzorky pfipravené mineralizaci na mokré
cesté nebyly pfed méfenim fedény.

Mez detekce metody byla stanovena jako 3SD slepého pokusu, LOD = 1,2 pgkg’, mez
stanovitelnosti byla stanovena jako 10SD slepého pokusu, LOQ = 4 ugkg'. Nastaveni piistroje
ICP-MS uvadi tabulka €. 4.
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Tabulka €. 4: Nastaveni pristroje ELAN 6000, ICP-MS

RF generator 1000 W pti frekvenci 40, 14 MHz s oscilatorem
nastavenym na free-running

Detektor Dual mode-simultanni scan

Pulzni detektor 1300 V

Analogovy detektor -1750 VvV

Napéti na ¢ockach 89V

Pocet opakovani méfeni (readings) 5

Zmlzoval Cross-flow s pratokem nosného Ar 0,83 1.min™

Rychlost nasavani vzorku peristaltickou pumpou  |2,4 ml.min™

3 Souhrn, vysledky a diskuse

Byly porovnany metody koncového stanoveni obsahu thalia ve vzorcich rostlinného materialu
s pouzitim dvou rozdilnych optickych analytickych metod, metody ICP MS a metody ETA-AAS.
Metoda ICP-MS je pro stanoveni nizkych koncentra¢nich obsaht thalia v riznych matricich vzorkt
velmi vhodna. Tato metoda jiz byla dfive suspéchem pouzita pro stanoveni obsahu thalia
ve vzorcich pid po rozkladu lucavkou kralovskou, ptipadné po rozkladu smési kyseliny dusi¢né
a peroxidu vodiku. Snahou ukolu bylo vyvinout a optimalizovat metodu stanoveni obsahu thalia
atomovou absorp¢ni spektrofotometrii s elektrotermickou atomizaci. Tato optickd metoda vykazuje
ve srovnani s metodou ICP-MS urcitd omezeni (pfedevSim v rychlosti a efektivnosti méteni
a s ohledem na zna¢ny vliv zpracovani matrice vzorku pii optimalizaci metody ETA-AAS), ale
piesto citlivost obou metod stanoveni je piiblizné¢ srovnatelnd. Pro metodu ETA-AAS je zejména
velmi dulezita volba postupu mineralizace, pfedevS§im vylouceni pfitomnosti chloridi napf.

z mineralnich kyselin v mineralizatu vzorku, které jsou pro méfeni velkym interferentem. Pfi vyvoji
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stanoveni thalia metodou ETA-AAS byl piredevsim optimalizovan teplotni program tpravy, rozkladu
a atomizace vzorku a pouziti vhodného modifikatoru matrice.

Déle byly porovnany metody mineralizace vzorkii na mokré cest¢ ve smési kyseliny dusi¢né
a peroxidu vodiku, za normalniho a zvySeného tlaku. Mineralizace touto smeési Cinidel
je vhodna pro obé metody koncového stanoveni, mikrovinny rozklad je vSak podstatné efektivngjsi
z ¢asového hlediska i z pohledu ucinnosti rozkladu vzorku. V pfipadé¢ mineralizace mikrovinné
za zvySeného tlaku byl optimalizovan postup teplotniho rozkladu, ktery je pro dokonalé rozlozeni
olejnatych semen rozhodujici.

Pro praci byly vybrany vzorky rostlinného materialu s ohledem na pfedpokladany mozny zvySeny
obsah thalia. Predevs§im se jednalo o vzorky semen fepky a piibuznych druhl olejnatych rostlin.
Vysledky obou metod stanoveni i obou metod mineralizace vzorka byly statisticky porovnany.

Pro statistické zpracovani vysledki byl pouzit program MS Office Excel 2000.

Popisna statistika: Vysledky popisné statistiky celého souboru dat uvadi tabulka ¢. 6. Z porovnani
hodnot aritmetickych primérti a mediana je ziejmé, ze metoda ETA-AAS poskytuje ve srovnani
s metodou ICP-MS pro stanoveni thalia vysledky asi o 10 % az 15 % vyS$§i. Pfi porovnani
mineralizacnich postupll poskytuje metoda mikrovinné mineralizace za zvysSeného tlaku vysledky asi
0 5 % az 10 % vyssi neZ metoda mokrého rozkladu na normalniho tlaku.

Metody méfeni i mineralizaénich postupii byly porovnany linearni regresi. Hodnota R* udava
spolehlivost regrese (koeficient, ktery po vynéasobeni 100 udéva procento vzorkl, které spliuji
uvedenou regresni rovnici).

Linearni regrese: Pro vypocet byla pouzita metoda nejmensich ¢tvercli a vypocty byly provedeny
pro rovnici Y = a + bX a pro rovnici Y = bX pro cely soubor dat. Z hodnot R* vyplyva, 7e mezi
metodami je linedrni vztah a vypoCtené regresni rovnice jsou platné pro vice nez 95 % pftipadi.

Parametry regresni statistiky jsou uvedeny v tabulkach €. 7 az ¢. 10.

Z regresni statistiky bylo provedeno testovani vyznamnosti intervalu smérnice a koeficientl
regresnich pfimek. Pti porovnani obou koncovych metod stanoveni, metody ICP-MS a metody ETA-
AAS, jepro rovnici Y = a + bX zfejmy statisticky rozdil (interval neobsahuje 1 - smérnice
je statisticky rtizna od 1). Pfi testovani koeficientu t bylo zjisténo, Ze tya = 3,013 je v porovnani
S tiit= 1,990 (tabelovana hodnota Studentova rozdéleni pro v = 80) opét statisticky vyznamny, tedy
metody nejsou ekvivalentni a metoda ETA-AAS vykazuje vysledky v priméru o 10 % az 15 % vyssi
nez metoda ICP-MS. Pii porovndni obou postupii mineralizace vzorki, metody mokré mineralizace
za normalniho tlaku a mikrovlinné mineralizace za zvySeného tlaku, je pro rovnici Y = a + bX rozdil
statisticky nevyznamny (interval smérnice obsahuje 1). Testovanim koeficientu t bylo zjisténo,

7@ tyae = 1,051 v porovnani s tii = 1,990 je statisticky opét nevyznamny a rozdil mezi obéma zplisoby
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mineralizace vzorki Ize zanedbat. VSechny vypocty byly provedeny pro interval spolehlivosti 95 %.
Na obrazcich €. 1 az ¢. 4 jsou uvedeny prubchy jednotlivych regresnich pfimek pro parametr Tl
s regresnimi rovnicemi, které jsou znazornény jednak jako pfimky prochdzejici bodem 0 a také jako
pfimky snenulovym tusekem na ose Y. Regresni pfimky pro cely soubor vSech dat byly
vyhodnoceny pro obé koncové optické metody stanoveni Tl (ICP-MS a ETA-AAS) a pro 2 rizné
zpusoby mineralizace vzorkli (mikrovinnd mineralizace vysokotlaka a mineralizace za normalniho
tlaku) s koncovym stanovenim metodou ETA-AAS.

V ramci vyhodnoceni vysledkii a validace obou instrumentdlnich metod stanoveni obsahu TI
v rostlinném materidlu byly v programu EffiValidation verze 3.0 vyhodnoceny také relativni
opakovatelnost a nejistoty z ptfesnosti stanoveni. Vysledky validacnich parametri obou optickych
metod jsou uvedeny v tabulce €. 5.

Vsechny vysledky méfeni obsahu Tl pro metodu ETA-AAS i1 ICP-MS a pro oba zpiisoby

mineralizace vzork jsou souhrnné uvedeny v tabulce ¢.11.

4 Zavér

Byla optimalizovana metoda stanoveni obsahu thalia metodou ETA-AAS. Jako srovnavaci metoda
byla pouzita metoda ICP-MS, ktera je pro stanoveni thalia spolehliva a Siroce pouzivana z divodu
moznosti stanoveni stopovych koncentraci tohoto prvku v riznych matricich vzork.

Optimalizovany postup stanoveni thalia metodou ETA-AAS lze pouzit jako vhodnou metodu
koncového stanoveni s velmi dobrymi vysledky. Mezi obéma metodami (ICP-MS a ETA-AAS) byl
shledan procenticky rozdil 10 % az 15 %, ale vzhledem k opakovatelnosti a nejistotdim méteni obou
instrumentalnich metod (viz tabulka €. 5) Ize metodu ETA-AAS doporucit jako spolehlivy
alternativni zplsob méfeni obsahu thalia v rostlinném materidlu. Jako doporuceny postup
mineralizace vzorkll je vhodné pouzit mikrovinny rozklad za zvySeného tlaku, ktery ve srovnéani
s mineralizaci na mokré cest¢ umozni dokonalé rozlozeni matrice vzorku a je efektivnéjsi
1 z ¢asového hlediska. Oba mineraliza¢ni postupy vyuZivaji jako rozkladna €inidla kyselinu dusi¢nou
a peroxid vodiku, takZze oba zplisoby mineralizace jsou vhodné i pomérné Setrné pro obé koncové
techniky ICP-MS 1 ETA-AAS.

Pti sledovani potencidlnich obsahli thalia ve sledovanych matricich vzorkid byly nalezeny
pro fepkové semeno, fepkové expelery a tfepkovy extrahovany Srot jako typické koncentrace
(0,1 — 0,5 mgkg' v suding zatimco pro vzorky sluneénice, sluneénicovych expelerd,
slune¢nicového extrahovaného Srotu, sdjovych bobt, pifip. sdjového Srotu byly obsahy thalia
zanedbatelné a z hlediska méteni se nachazely pod mezi stanovitelnosti obou instrumentalnich metod

méfeni.
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Z Casového divodu nebylo vramci prace dokonceno méfeni obsahu thalia v mineralizatech
ptipravenych mikrovinnym rozkladem za zvySeného tlaku metodou ICP-MS. Z uvedenych vysledkt
lze vsak predpokladat, ze srovnanim obou zplsobl mineralizaci by se potvrdily zavéry,
ze mikrovinny rozklad je pro stanoveni thalia G¢innéjsi a lze jej doporucit jako nejvhodnéjsi zpisob

mineralizace vzorki pro obé koncové metody ICP-MS i ETA-AAS.
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Linearni regrese stanoveni Tl ve vzorcich rostlin,
Y = a + bX, cely soubor dat
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Obrazek €. 1: Linearni regrese Y = a + bX, porovnani metod méfeni obsahu thalia
v rostlinném materialu

Linearni regrese stanoveni Tl ve vzorcich rostlin,
Y =bX, cely soubor dat
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Obrazek ¢. 2: Linearni regrese Y = bX, porovnani metod méfeni obsahu thalia v rostlinném
materialu
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Linearni regrese stanoveni Tl ve vzorcich rostlin,
Y = a + bX, cely soubor dat
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Obrazek ¢. 3: Linearni regrese Y = a + bX, porovnani zpisobii mineralizace, méreni metodou

ETA-AAS, obsah thalia v mg/kg v suSiné

Linearni regrese stanoveni Tl ve vzorcich rostlin,
Y = bX, cely soubor dat
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Obrazek ¢. 4: Linearni regrese Y = bX, porovnani zpiisobii mineralizace, méreni metodou
ETA-AAS, obsah thalia v mg/kg v susiné
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Tabulka ¢. S5: Valida¢ni parametry metod stanoveni obsahu thalia - paralelni méfreni

k dispozici

Opticka |Relativni rozSirena Relativni Mez detekce | Mez stanovitelnosti
metoda nejistota opakovatelnost
(“o) (“o) (mg/kg) (mg/kg)
Tl ICP-MS 2 10 0,001 0,004
Tl | ETA-AAS 12 6 0,025 0,050
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Tabulka ¢. 6: Popisna statistika souboru analyzovanych dat (mg/kg v suSin€)

Metoda Aritmeticky Chyba Median Rozdil Min Max Sikmost Spicatost
pramér aritmetického Min - Max
praméru

ETA-AAS, 0,155 0,019 0,132 0,480 0,004 0,484 0,8352 0,2697
moKkry (<0,05)
rozklad za
normalniho
tlaku
ICP-MS, 0,129 0,017 0,107 0,423 0,002 0,425 0,8187 0,3836
mokry (<0,004)
rozklad za
normalniho
tlaku
ETA-AAS, 0,167 0,021 0,142 0,486 0,007 0,492 0,6856 -0,2747
MW rozklad (<0,05)

za zvySeného

tlaku

Pocet vzorkii n = 40 (pramér paralelnich stanoveni)




Tabulka €. 7: Linearni regrese, Y = ETA-AAS , X = ICP-MS, jednoduchy linearni model

Y =a+bX
n a Amin Amax b D min Dmax R’
Tl 80 0,0084 0,0028 0,0139 1,1395 1,1064 1,1726 0,9839
Tabulka €. 8: Linearni regrese, Y = ETA-AAS, X = ICP-MS, jednoduchy linearni model
Y =bX
n b b min brmax R’
Tl 80 1,1782 1,1560 1,2003 0,9819

Tabulka €. 9: Linearni regrese, Y = MW rozklad , X = mokra cesta za normalniho tlaku,
jednoduchy linearni model Y = a + bX

n

a

Amin

amax

bmin

bmax

RZ

Tl

80

0,0051

-0,0046

0,0147

1,0463

0,9974

1,0951

0,9594

Tabulka €. 10: Linearni regrese, Y = MW rozklad, X = mokra cesta za normalniho tlaku,
jednoduchy lineiarni model Y = bX

n

bmin

bmax

R2

Tl

80

1,0665

1,0363

1,0967

0,9588

Legenda:

n - pocet vzorkl

R? - koeficient determinace
Hladina spolehlivosti 95,0 %.
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Tabulka ¢. 11: Souhrnna tabulka porovnani vysledkii obsahu thalia ve vzorcich rostlinného
materialu (vysledky uvedeny v mg/kg v susiné)

Cislo vzorku | Mokra min. Gerhardt | Mokra min. Gerhardt MW rozklad Material Susina
1 g/50 ml 1 g/50 ml 0,5 g/25 ml (%)
ICP-MS ETA-AAS (peak area) ETA-AAS (peak area)
Vysledek T1 Vysledek T1 Vysledek Tl

425 a 0,1041 0,129 0,137 Repkové semeno 94,1
425b 0,1145 0,132 0,156
427 a < 0,004 <0,05 < 0,05 Séjovy loupany extrahovany 87,8
427b < 0,004 <0,05 <0,05 Srot toastovany
558 a 0,2199 0,269 0,265 Repkové expelery 92,1
558b 0,2485 0,282 0,28
561 a 0,3689 0,441 0,445 Repkové expelery 91,0
561 b 0,3555 0,446 0,433
562 a 0,1235 0,155 0,152 Repkové expelery 92,6
562b 0,1200 0,146 0,163
565 a 0,0045 <0,05 < 0,05 Sluneénicové expelery 92,5
565 b < 0,004 < 0,05 < 0,05 neloupané
578 a 0,1746 0,198 0,225 Repkové semeno 93,5
578 b 0,1768 0,219 0,222
606 a 0,0049 <0,05 <0,05 Sluneénicové expelery 91,4
606 b 0,0048 <0,05 <0,05 neloupané
644 a 0,0503 0,066 0,08 Repkové semeno 93,1
644 b 0,0690 0,067 0,076
645 a 0,0787 0,094 0,099 Repkové semeno 95,1
645 b 0,0817 0,096 0,096
646 a 0,1118 0,129 0,121 Repkové semeno 93,5
646 b 0,0854 0,106 0,153
728 a 0,1610 0,191 0,197 Repkové expelery 92,6
728 b 0,1471 0,199 0,209
880 a 0,1220 0,169 0,162 Repkové expelery 92,0
880 b 0,1307 0,168 0,171
884 a 0,0894 0,112 0,132 Repkové semeno 93,0
884 b 0,0892 0,118 0,122
1051 a 0,1790 0,147 0,127 Repkové semeno 93,6
1051 b 0,1028 0,123 0,113
1134 a <0,004 < 0,05 <0,05 Séjovy loupany extrahovany 86,8
1134 b < 0,004 <0,05 < 0,05 Srot toastovany
1137 a < 0,004 <0,05 < 0,05 Séjovy loupany extrahovany 86,9
1137b < 0,004 < 0,05 <0,05 Srot toastovany
1193 a 0,1380 0,187 0,187 Repkové semeno 93,0
1193 b 0,1407 0,172 0,177
1194 a 0,1018 0,128 0,148 Repkové semeno 93,7
1194 b 0,1058 0,138 0,157
1223 a 0,3124 0,35 0,34 Repkovy 89,1
1223 b 0,3124 0,342 0,356 extrahovany Srot
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Cislo vzorku Mokr4a min. Gerhardt Mokr4 min. Gerhardt MW rozklad Material Susina
1 g/50 ml 1 g/50 ml 0,5 g/25 ml (%)
ICP-MS ETA-AAS (peak area) ETA-AAS (peak area)
Vysledek Tl Vysledek Tl Vysledek Tl

1237 a 0,0541 0,062 0,078 Repkové semeno 92,5
1237b 0,0477 0,069 0,077
1238 a 0,2018 0,244 0,295 Repkové semeno 92,7
1238 b 0,2577 0,281 0,296
1239 a 0,3004 0,373 0,327 Repkové semeno 90,9
1239b 0,3004 0,33 0,332
1240 a 0,0836 0,115 0,117 Repkové semeno 93,3
1240 b 0,0796 0,109 0,119
1241 a 0,0843 0,095 0,144 Repkové semeno 91,8
1241 b 0,1050 0,134 0,117
1277 a <0,004 <0,05 <0,05 Slune¢nicovy 90,1
1277b <0,004 < 0,05 <0,05 extrahovany Srot
1278 a 0,1603 0,144 0,178 Repkové semeno 93,6
1278 b 0,1321 0,135 0,139
1309 a 0,1793 0,235 0,223 Repkovy extrahovany Srot 90,0
1309 b 0,1893 0,226 0,235 nizky obsah glukosinolati
1310 a 0,4199 0,482 0,508 Repkové expelery 92,3
1310 b 0,4304 0,485 0,476
1335 a 0,0896 0,1 0,126 Repkové semeno 93,1
1335b 0,0886 0,102 0,106
1463 a 0,0908 0,091 0,099 Repkové semeno 93,3
1463 b 0,0844 0,09 0,097
1551 a 0,2118 0,251 0,251 Repkové expelery 91,1
1551b 0,2109 0,246 0,245
1578 a <0,004 <0,05 <0,05 Sojové boby 86,5
1578 b <0,004 < 0,05 < 0,05
1642 a 0,1713 0,202 0,255 Repkové expelery 91,3
1642 b 0,1713 0,193 0,265
1643 a 0,0499 0,058 0,078 Repkové semeno 92,4
1643 b 0,0574 0,056 0,068
1644 a < 0,004 < 0,05 < 0,05 Slune¢nicové semeno 94,7
1644 b <0,004 <0,05 < 0,05
1645 a <0,004 <0,05 <0,05 Sluneénice 95,4
1645 b <0,004 < 0,05 <0,05
1688 a 0,2219 0,276 0,376 Repkovy 88,9
1688 b 0,2257 0,27 0,352 extrahovany Srot
1798 a 0,2555 0,322 0,38 Repkovy 87,1
1798 b 0,2386 0,31 0,412 extrahovany Srot
1799 a 0,2063 0,26 0,339 Repkovy 89,0
1799 b 0,2208 0,269 0,335 extrahovany Srot
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Stanoveni polyaromatickych uhlovodiki (PAHs) v piadach
metodou HPLC

Sdrka Plhalovi
Ustiedni kontrolni a zkusebni ustav zemédé&lsky, NRL-RO Opava, Jaselska 16, 746 23 Opava

sarka.plhalova@ukzuz.cz

1 Uvod

Polyaromatické uhlovodiky (PAHSs) ptedstavuji jiz fadu let velmi sledovanou skupinu chemickych
sloucenin. Hlavnim diivodem tohoto zajmu je jejich karcinogenita. Ta byla jiZ pozorovana v zavéru
18. stoleti s nastupem primyslové revoluce a jednoznacné byla prokdzana okolo roku 1930
u nékterych sloucenin izolovanych a identifikovanych v cernouhelném dehtu. Postupné bylo
izolovano z fosilnich surovin a produktd jejich zpracovani, z jinych pfirodnich zdrojii nebo bylo
syntetizovano, n¢kolik set PAHs. Zpravidla se za PAHs povazuji uhlovodiky se tfemi a vice

kondenzovanymi kruhy v molekule. S poctem kruhti nartista i pocet moznych izomert (tabulka ¢.1).

Tabulka €. 1 : Piehled poctu moznych izomeru PAHs

Pocet kondenzovanych benzenovych jader Pocet izomeri PAHs
3 3
4 7
5 22
6 82
7 333

Vewr

zivotniho prostiedi 1 16 PAHs. Jejich fyzikalni a chemické vlastnosti zaviseji obecné na molekulové
hmotnosti. S rostouci velikosti molekuly roste bod varu a tani, klesa rozpustnost ve vod¢ a roste
lipofilita PAHs. Tyto skutecnosti ovliviiuji jejich distribuci a chovani v prostfedi. Literarni prameny
uvadéji, ze do konce minulého stoleti existovala urcitd rovnovaha mezi produkci a degradaci PAHs.
Mnozstvi téchto latek vytvofenych biosyntézou, vulkanickou ¢innosti, pozary a tehdejsi
antropogenni produkci bylo udrzovdno na urcit¢é tUrovni dekompozici PAHs fotodegradaci
a mikrobialni degradaci. S rlstem podilu fosilnich paliv jako energetickych zdroji byla tato

rovnovaha narusena tak, ze vstup PAHs do prostiedi prevladl nad destrukénimi déji.
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Vysledky ziskané monitorovanim PAHs ukazuji, Ze tyto latky jsou rozptyleny ve vSech slozkach
a oblastech Zivotniho prostfedi. Clovék je exponovéan témito polutanty z p¥irodniho pozadi v pidach,
rostlinach, ovzdusi a vodé. Za ptitomnost PAHs v prostiedi je zodpovédna predevsim ¢innost
¢lovéka spojena s prumyslovou vyrobou. Jedna se o vyrobu tepelné a elektrické energie, o vyrobu
plynu, zpracovani ropy, spalovani uhlovodiki v dopravnich mechanismech. Tyto zdroje dopliuje
1 neprumyslova ¢innost jako jsou pozary lest a stepi, volné hoteni fosilnich surovin v oblasti jejich
tézby, domadci topenisté a kouteni obyvatelstva. Odhaduje se, ze prostiedi je kazdorocné zatézovano
300 000 tunami PAHs, z toho asi 45 000 t do ovzdus$i, 230 000 t do vod a zbytek do ptdy.
Cilem prace bylo ovéfit a zvalidovat metodu na nové sestavé HPLC Agilent 1100 a zaroven na nové

chromatografické kolong.

2 Princip metody

Polyaromatické uhlovodiky v ptidach se stanovi po extrakci acetonem, zakoncentrovani a piecisténi
na pevné fazi, metodou HPLC na reverzni fazi s gradientovym pribéhem eluce a fluorescenéni

detekei.

3 Chemikalie, zkuSebni pomiicky a pristrojové vybaveni
Acetonitril, HPLC grade,

50% acetonitril, ACN : H;O, 1 : 1 (V/V),

20% acetonitril, ACN : H,0, 20 : 80 (V/V),

Aceton, HPLC grade,

2-propanol, HPLC grade,

50% MeOH, MeOH : H,0O, 1 : 1 (V/V),

Methanol, HPLC grade,

Tetrahydrofuran (THF), HPLC grade,

Standard PAHs MIX v acetonitrilu, 100 ug/ml, Absolute Standards,

Pracovni standard PAHs v tetrahydrofuranu, 2 ug/ml,

Kapalinovy chromatograf Agilent 1100 s fluorescen¢nim a DAD detektorem,
Vakuovy manifold,

Ultrazvukova lazen,

Horizontalni tfepacka,

Odstredivka,

SPE kolonky Strata C8, 500 mg/3 ml, Phenomenex,

Nasttikovy filtr, 13 mm nylon syringe filter 0,45 um, MetaChem.
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4 Pracovni postup

4.1 Priprava vzorku

PAHs o nizS$ich molekulovych hmotnostech (naftalen, acenaftylen) jsou t€kavé, a proto se puda
nechd vysusit v temnu pti pokojové teploté. Pak se vzorek rozmélni, proseje pies 2mm sito a pomele
se na achatovém mlynku. Takto upraveny vzorek se dale proseje pies 1mm sito. Pokud se zkouSeny
vzorek nepouzije ihned k analyze, navédzi se 10 g ptidy do 100ml 1ékovky z tmavého skla, uzavie

se a uchovava v mrazniéce.

4.2 Extrakce

Do 100ml koénické batiky se zdbrusem se navazi 10 g pidy, napipetuje se 20 ml acetonu a baiika se
uzavie. Obsah se extrahuje 30 minut na horizontdlni tfepacce a pak se 5 minut sonifikuje. Obsah
baiiky se nechd ustat, pfevede se do 25ml zkumavky, kterd se uzavie a extrakt vzorku se odstfedi.
Do 50 ml odmérné banky se napipetuje 10 ml extraktu, ptfida se 2,5 ml 2-propanolu a baiika se
doplni po rysku demineralizovanou vodou. Baiika se uzavie a obsah se 2 minuty sonifikuje. Takto
pfipraveny extrakt se precisti pies kolonku SPE C8, kterd se pfedem kondicionuje postupné
1 x2,5ml 100% MeOH, 1 x 2,5 ml 50% MeOH a 2 x 2,5 ml demineralizovanou vodou. Na SPE
kolonku vneseme 50 ml pfipraveného extraktu. Polarni latky projdou SPE kolonkou a nepolarni latky
se zachyti na sorbentu C8. Extrahovand ¢ast vzorku na sorbentu se promyje 2,5 ml 50% MeOH.
Eluce PAHs se provede 3 ml THF a eluat se jima do 10ml kalibrované zkumavky.

Ziskany eluat se sonifikuje a pak se natedi (1 : 1) 20% acetonitrilem z divodu mobility
tetrahydrofuranu. Po natfedéni se vzorek opét sonifikuje asi 2 minuty. Eluat se nastfikne na kolonu

ptes nylonovy nastrikovy filtr.
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4.3 Podminky chromatografického stanoveni

Vlastni méfeni kalibra¢nich roztoki i extrakti vzorkii probihd za nasledujicich podminek

chromatografického systému:

Kolona Waters-PAH C18; 5 um; (4,6 x 250) mm

Mobilni faze A - acetonitril : voda =1:1

B - acetonitril

Pratok 1,5 ml/min
Teplota kolony 35°C

Objem nastiiku 20 ul
Detekce Fluorescencni
Doba analyzy 25 min.

Tabulka &. 2: Casovy pribéh gradientu

Cas (min) A (%) B (%)
0 100 0
3 100 0
10 10 90
11 0 100
16 0 100
19 100 0
25 100 0
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Tabulka €. 3: Excita¢ni a emisni vinové délky a retencni ¢asy jednotlivych PAHs

Excita¢ni A Emisni A Retencni cas
PAH (nm) (nm) (min.)

Naphtalene NAP 240 326 7,1

Acenaphtene ACN 240 326 8,7

Fluorene FLR 240 326 8.9

Phenanthrene PHE 246 368 9.4

Anthracene ANT 246 368 10

Fluoranthene FLU 286 466 10,5
Pyrene PYR 232 396 10,9
Benzo(a)anthracene BaA 264 384 12,1
Chrysene CHR 264 384 12,4
Benzo(b)fluoranthene BkF 248 432 13,2
Benzo(k)fluoranthene BkF 254 400 13,7
Benzo(a)pyrene BaP 254 400 14,3
Dibenzo(a,h)anthracene DBA 292 410 14,9
Benzo(g,h,1) perylene BPE 292 410 15,6
Indeno(1,2,3-c,d) pyrene INP 230 500 16,0

4.4 Kalibrace

Do sady odmérnych ban€k na 10 ml se pipetuje (0,2; 0,5; 1,0; 2,0; 5,0) ml pracovniho roztoku,
doplni se tetrahydrofuranem po znacku, promicha a vlozi se na nékolik minut do ultrazvukové 1azné.
Tyto kalibra¢ni roztoky se dale fedi 20% acetonitilem v poméru (1 : 1) z divodu mobility
tetrahydrofuranu. Nafedéné standardy se 2 minuty sonifikuji. Tyto kalibra¢ni roztoky odpovidaji
koncentraci (0,02; 0,05; 0,1; 0,2; 0,5) pg/ml. Na kolonu se nastiihuje 20 pl kalibra¢niho roztoku ve

dvou opakovanich. Z primérnych hodnot odpovidajicich ploch pikt se sestroji kalibra¢ni kiivka.

33



Current Chromatogram(s)
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Chromatogram jednotlivych polyaromatickych uhlovodi

Obrazek é. 1




5 Stanoveni valida¢nich parametri

5.1 Opakovatelnost

Opakovatelnost charakterizuje rozptyleni validované vlastnosti kolem stfedni hodnoty, které
je zptsobeno nahodnymi chybami. Rozptyleni hodnot okolo priméru vyjadiuje smérodatna
odchylka. Data pro vyhodnoceni byla naméfena za podminek méfeni opakovatelnosti, tj. v jedné

laboratofi, stejnym analytikem na stejném pfistroji a v co nejkrat$im Case.

Ke stanoveni hodnot opakovatelnosti byly vybrany 2 vzorky béznych realnych ptd (vzorky ¢. 922
a ¢. 1014), vnitrolaboratorni referenéni materidl VRM a certifikovany material pidy CRM
(ERM-CCO013, BAM). Me¢filo se v sedmi a osmi opakovanich, u certifikovaného materidlu v deseti
opakovanich. Pomoci programu EffiValidation 3.0 byla vypoctena opakovatelnost vybérem —

Po trovnich z vicenasobného méfeni. Vysledky jsou shrnuty v tabulkach ¢. 4 az ¢. 11.

Tabulka €. 4: Vzorek ¢. 922- vysledky méreni (ng/kg)

PAH 1. 2. 3. 4. S. 6. 7.

NAP 7,23 8,17 8,66 8,39 9,20 9,00 8,06
ACE 4,52 5,12 4,97 2,79 5,77 4,19 4,69
FLR 13,7 13,1 13,3 11,8 14,1 12,6 12,4
PHE 90,4 89,4 89,2 94,1 102 92,6 90,6
ANT 31,9 31,1 33,4 34,1 30,2 30,3 32,6
FLU 203 195 203 248 223 218 214
PYR 179 177 184 218 198 193 189
BaA 79,9 75,6 82,3 91,2 77,6 78,6 76,8
CHR 98,7 93,9 95,0 114 100 103 96,4
BbF 66,3 67,2 68,0 68,2 66,0 70,5 67,5
BKF 47,9 45,1 47,7 52,0 46,1 49,3 46,4
BaP 93,4 89,8 92,0 106 89,6 93,6 90,1
DBA 12,0 11,1 11,3 11,8 11,1 11,7 10,5
BPE 58,5 54,9 54,9 66,6 61,6 63,3 60,2
INP 62,5 67,1 64 63,4 53,1 66,5 55,9
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Tabulka €. 5: Vzorek €. 922- opakovatelnost stanoveni PAHs

PAH Aritmeticky pramér Opakovatelnost Relativni
opakovatelnost
(ng/kg) (ng/kg) (o)
NAP 8,4 0,7 7,8
ACE 4,6 0,9 20,4
FLR 13 0,8 6,2
PHE 92,6 4,4 4,7
ANT 31,9 1,5 4,7
FLU 215 17,6 8,2
PYR 191 14 7,3
BaA 80,3 53 0,6
CHR 100 7,2 7,2
BbF 67,7 1,5 2,2
BKkF 47,8 2,3 4,8
BaP 93,5 5,8 6,2
DBA 11,4 0,5 4,6
BPE 60 43 7,2
INP 61,8 53 8,6
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Tabulka €. 6: Vzorek €. 1014- vysledky méreni (ng/kg)

PAH 1. 2. 3. 4. S. 6. 7. 8.

NAP 6,78 8,96 6,75 10,1 4,61 4,50 9,42 7,21
ACE 11,0 10,8 11,3 18,3 9,34 8,16 15,8 9,30
FLR 22,1 23,1 22,1 35,9 20,3 22,6 34,4 17,4
PHE 175 218 180 273 190 159 243 139
ANT 108 120 108 155 116 91,7 124 90,7
FLU 710 759 723 910 802 554 743 524
PYR 636 656 640 790 701 476 614 458
BaA 237 243 236 304 276 184 216 180
CHR 298 297 296 267 304 235 247 236
BbF 152 165 160 191 173 123 145 125
BkF 118 123 117 143 128 90,3 107 92,8
BaP 243 262 246 303 274 227 231 232
DBA 30,0 27,5 26,7 36,5 32,3 22,6 26,5 23,9
BPE 127 132 128 152 136 103 117 110
INP 170 172 167 199 190 138 149 139
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Tabulka €. 7: Vzorek €. 1014- opakovatelnost stanoveni PAHs

PAH Aritmeticky pramér Opakovatelnost Relativni
opakovatelnost
(ng/kg) (ng/kg) (%)
NAP 7,3 2,10 28,7
ACE 11,8 3,50 29,8
FLR 24,7 6,68 27,0
PHE 197 44,6 22,6
ANT 114 20,4 17,8
FLU 716 126 17,6
PYR 621 110 17,7
BaA 234 42,3 18,1
CHR 285 44,4 15,6
BbF 154 23,2 15,0
BKF 115 17,9 15,5
BaP 252 25,9 10,3
DBA 28,3 4,5 16,1
BPE 126 15,5 12,3
INP 166 22,4 13,5
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Tabulka €. 8: Vzorek VRM- vysledky méreni (ng/kg)

PAH 1. 2. 3. 4. S. 6. 7. 8.

NAP 512 556 439 511 586 497 560 546
ACE 46,9 43,9 38,6 42,6 47,1 43,1 44 41,1
FLR 75,1 73,6 102 78,9 85,2 60,2 93,9 -

PHE 1110 1176 1000 1079 1071 1219 1133 1149
ANT 332 315 261 298 256 280 299 320
FLU 1852 1978 1863 2004 1948 1974 1883 1970
PYR 1603 1770 1590 1677 1545 1707 1686 1620
BaA 1007 1101 956 1037 963 859 1107 1062
CHR 1122 1272 1088 1161 1073 1194 1188 1148
BbF 1292 1334 1241 1403 1265 1169 1424 1217
BKF 636 677 616 661 600 648 646 604
BaP 1270 1364 1335 1565 1509 1153 1234 1191
DBA 181 162 178 191 190 161 174 159
BPE 807 1054 1107 1380 1413 968 832 850
INP 1279 1237 1201 1184 1026 1022 1010 1009
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Tabulka €. 9: Vzorek VRM - Opakovatelnost stanoveni PAHs

PAH Aritmeticky pramér Opakovatelnost Relativni
opakovatelnost
(ng/kg) (ng/kg) (%)
NAP 526 46,1 8,8
ACE 43,4 2,8 6,5
FLR 81,3 13,7 16,9
PHE 1117 68,1 6,1
ANT 295 27,6 9,3
FLU 1934 58,9 3,1
PYR 1650 73,1 4,4
BaA 1012 83,7 8,3
CHR 1156 64,0 5,5
BbF 1293 89,1 6,9
BKF 639 27,4 4,3
BaP 1328 147 11,1
DBA 175 12,8 7,3
BPE 1051 238 22,7
INP 1121 115 10,3
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Tabulka €. 10: Certifikovany material - vysledky méreni (ng/kg)

PAH |(1. 2. 3. 4. S. 6. 7. 8. 9. 10.
NAP |2406 2429 2416 2412 2426 2878 2850 3197 |3107 |3159
ACE |1352 1349 1321 1339 1368 1542 1532 1510 | 1470 |1525
FLR [2524 2504 2445 2528 2556 3128 3253 3306 |3271 3321
PHE |13180 |13261 |12986 |13203 |13385 |15098 |14023 |[14569 |14447 |13870
ANT |[3716 3556 3511 3708 3505 3633 3623 3713 3945 |3733
FLU [15044 14903 |14541 |15031 |14733 |[16500 |17425 |16968 |16930 |16491
PYR |13279 |13370 |13612 |13747 |13624 |16065 |14939 |[16073 |15366 |15026
BaA |7234 7604 7357 7691 7731 6711 7158 6997 |6854 |6704
CHR |7467 6778 6797 6759 6848 7864 7182 7962 |7436 | 7330
BbF 6558 6751 6318 6631 6979 6604 6646 6712 | 6460 |6523
BKF |[3596 3599 3737 3786 3817 4298 3890 4355 3730 |4157
BaP |8019 8280 8388 8258 8359 8891 8286 8855 8443 |8303
DBA |1330 1221 1101 1271 1232 1183 1108 1144 |1010 |1123
BPE |5956 5827 5953 5964 5923 6728 6458 5818 6298 |5689
INP |5395 5703 5503 5258 5211 5468 5266 6050 |5288 |5273

41




Tabulka €. 11: Certifikovany material - opakovatelnost stanoveni PAHs

PAH Aritmeticky pramér Opakovatelnost Relativni
opakovatelnost
(ng/kg) (ng/kg) (%)
NAP 2728 345 12,6
ACE 1431 92,6 6,4
FLR 2884 397 13,8
PHE 13802 716 5,2
ANT 3664 131 3,6
FLU 15857 101 6,9
PYR 14510 107 7,6
BaA 7204 389 5,4
CHR 7242 448 6,2
BbF 6618 178 2,7
BkF 3897 277 7,1
BaP 8408 269 3,2
DBA 1172 94 8,0
BPE 6061 327 5,4
INP 5442 261 4,8

5.2 Spravnost

Spravnost charakterizuje shodnost vysledki méfeni validované vlastnosti s akceptovanou nebo
deklarovanou referencni nebo vztaznou hodnotou. Pokud je shodnost vysledki statistickym

testovanim potvrzena, metoda poskytuje spravné vysledky. Pokud potvrzena neni, metoda poskytuje

vychylené vysledky (tj. vysledky zatizené systematickou chybou).

Byl vybran vzorek ptdy, ktery je pravidelné ovéfovan mezinarodnim testem z Wageningen a je
zafazen jako vnitrolaboratorni materidl VRM. Tento vzorek byl zméfen na star¢ HPLC sestavé

a nové sestavé Agilent 1100 a ziskané vysledky byly porovnany pomoci EffiValidation 3.0 —

srovnani dvou metod (t-test). Vysledky jsou shrnuty v tabulce €. 12.
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Tabulka €. 12: Ovéreni spravnosti metody stanoveni — srovnani dvou metod

PAH | Naméieno 1 | Naméieno 2 | VytéZnost | PFesnost 1 | Pfesnost 2 t t-krit |Hypotéza
(ng/kg) | (ng/kg) (%)
NAP 542 530 97,8 17,5 33,5 0,5345 | 2,776 | Piijata
ACE 51,1 48,1 94,1 8,7 4,6 0,5342 | 2,776 | Piijata
FLR 53,4 58,5 109,4 4,6 9,7 0,8124 | 2,776 | Piijata
PHE 1113 1101 98,9 15,9 24 0,7418 | 2,776 | Piijata
ANT 266 261 98,4 18,5 7 0,3793 | 2,776 | Piijata
FLU 1967 1977 100,5 44,5 6,1 0,3595 | 2,776 | Piijata
PYR 1586 1587 100,1 24 27,3 0,0794 | 2,776 | Piijata
BaA 1018 991 97,4 19,5 29,5 1,3067 | 2,776 | Piijata
CHR 1147 1148 100,1 25,9 53,6 0,0485 | 2,776 | Piijata
BbF 1242 1246 100,3 8,6 10,2 0,5169 | 2,776 | Piijata
BKF 636 637 100,1 23,6 18,7 0,0383 | 2,776 | Piijata
BaP 1217 1255 103,1 8,7 26,7 2,3462 | 2,776 | Piijata
DBA 160 160 100 7,5 12,6 0,0000 | 2,776 | Piijata
BPE 1017 1023 100,6 56,5 49,2 0,1386 | 2,776 | Piijata
INP 1156 1168 101 89,1 60,7 0,1928 | 2,776 | Piijata

Naméreno 1

Priamér hodnot méfeni na staré sestavé HPLC

Naméreno 2

Primér hodnot méfeni na sestavé HPLC Agilent 1100

Vytéznost

Vytéznost metody (= 100 X naméteno 2/naméteno 1)

Pfesnost 1

Smeérodatna odchylka hodnot métenych na staré sestavé HPLC

Pfesnost 2

Smeérodatna odchylka hodnot métenych na sestavé HPLC Agilent 1100

t

Hodnota t pro Studentiiv t-test vypoctena pro testovani shody vysledki

t-krit

Kriticka hodnota t pro Studentiiv t-test (z tabulek)

Zaver: Srovnavané analytické metody poskytuji statisticky stejné vysledky.

Spravnost metody byla dale ovéfena pomoci certifikovaného materidlu, pidy ERM — CCO13.

Nameétené hodnoty byly statisticky zpracovany za pouziti programu EffiValidation 3.0 vybérem

Spravnost — Omezeny koncentracni rozsah — referencni material k dispozici. Vysledky jsou shrnuty

v tabulce ¢. 13.
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Tabulka €. 13: Ovéreni spravnosti metody stanoveni — srovnani s referen¢nim materialem

PAH Referenéni| Naméieno | VytéZnost | Referencni| Presnost [Hypotéza o| Hypotéza
hodnota presnost presnosti o spravnosti
Bek®) | gk | 0 PR (ugrkg)
NAP 2800 2518 89,9 400 23,3 Piijata Prijata
ACE 1590 1535 96,6 160 24 Ptijata Ptijata
FLR 2570 2235 87 290 30,9 Piijata Prijata
PHE 13500 13307 98,6 1200 135 Prijata Prijata
ANT 3700 3758 101,6 210 59,5 Ptijata Ptijata
FLU 15900 14669 92,3 800 473 Piijata Prijata
PYR 12800 13497 105 1000 300 Prijata Prijata
BaA 7300 6766 92,7 800 234 Ptijata Ptijata
CHR 6800 6710 98,7 900 262 Piijata Prijata
BbF 7200 6020 83,6 700 408 Ptijata Ptijata
BkF 3800 3648 96 400 93,2 Ptijata Ptijata
BaP 7900 7664 97 600 201 Piijata Prijata
DBA 1700 1570 92,3 300 68,7 Ptijata Ptijata
BPE 5700 4658 81,7 600 184 Ptijata Ptijata
INP 5300 4976 93,9 700 109 Piijata Prijata

Zavér: Vytéznost stanoveni se pohybuje v rozmezi (82 — 105) %. Analytickd metoda poskytuje

statisticky spravné vysledky.

5.3 Linearita

Linearita popisuje miru linedrni zavislosti mezi validovanou vlastnosti (koncentrace latky)

a méfenim (odezva - plocha piku). K vyhodnoceni Ize pouzit nékolika metod. Byly vybrany

korelac¢ni koeficient R a QC koeficient. Je testovana hypotéza — pokud je vypocteny korelacni

koeficient vétsi nez korelacni koeficient k testovani (0,99) a soucasné QC vypocteny koeficient

mensi nez QC koeficient k testovani (5 %),

je metoda povazovana za linearni. Byla pouzita

kalibracni fada 8 standardti v rozmezi (0,01 — 0,7) pg/ml PAHs. Vypocet byl proveden pomoci

programu EffiValidation 3.0. Vysledky jsou shrnuty v tabulce ¢. 14.
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Tabulka ¢. 14: Vysledky testovani linearity

PAH Vypoétsnjr Testovzgn)" Vypocteny Testovany Hypotéza
oeticient | koeticient | ©C Qc
NAP 0,99994 0,99 1,36 5 Piijata
ACN 0,99996 0,99 1,12 5 Piijata
FLR 0,99998 0,99 0,74 5 Piijata
PHE 0,99998 0,99 0,74 5 Piijata
ANT 0,99998 0,99 0,86 5 Piijata
FLU 0,99969 0,99 3,3 5 Piijata
PYR 0,99997 0,99 0,92 5 Piijata
BaA 0,99998 0,99 0,78 5 Piijata
CHR 0,99995 0,99 1,22 5 Piijata
BbF 0,99982 0,99 2,47 5 Ptijata
BKkF 0,99996 0,99 1,09 5 Piijata
BaP 0,99998 0,99 0,77 5 Piijata
DBA 0,99999 0,99 0,53 5 Ptijata
BPE 0,99938 0,99 4,61 5 Piijata
INP 0,99999 0,99 2,24 5 Piijata

Zaver: Linearita byla prokazana u vSech sledovanych polyaromatickych uhlovodiki.

5.4 Meze detekce a stanovitelnosti

Mez detekce je uroven, nad kterou lze odezvu vzorku vérohodné odlisit od odezvy slepého pokusu,
tzn. ze nad ni lze provést kvalitativni stanoveni. Mez stanovitelnosti je uroven, nad kterou lze
vérohodné provést kvantitativni stanoveni. Meze se stanovuji bud’ jako néasobek smérodatné
odchylky odezvy slepého pokusu nebo z kalibra¢ni piimky.

Ke stanoveni mezi detekce a stanovitelnosti byla pouzita kalibra¢ni pfimka sestrojend ze standardi
s nizkou koncentraci PAHs (1- 20) pg/l. Bylo naméfeno 6 koncentracnich trovni ve dvou
opakovanich. K vypoctu byl pouzit program EffiValidation 3.0. Vysledky jsou uvedeny

v tabulce ¢. 15.
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Tabulka €. 15: Meze detekce a stanovitelnosti PAHs (pg/l)

PAH LOD LOQ LOD LOQ
NAP 2,1 3.8 2,6 4,6
ACE 0,4 0,7 0,5 0,8
FLR 1,4 2,6 1,7 3,1
PHE 1,6 2,9 1,9 3,5
ANT 0,6 1,0 0,7 1,2
FLU 0,6 1,0 0,7 1,2
PYR 0,6 1,1 0,7 1,2
BaA 0,4 0,8 0,5 1,0
CHR 0,5 0,9 0,6 1,1
BbF 0,5 0,9 0,6 1,1
BKF 0,4 0,8 0,5 1,0
BaP 0,9 1,5 1,1 1,8
DBA 0,6 1,0 0,7 1,2
BPE 0,7 1,2 0,8 1,4
INP 2,3 3,7 2,8 4,4

LOD — mez detekce

LOQ — mez stanovitelnosti

Pti praci na sestaveé Agilent 1100 se podafilo snizit detek¢ni limity PAHs. Srovnani mezi detekce

a stanovitelnosti je uvedeno v tabulce €. 16.
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Tabulka €. 16: Srovnani limiti detekce a stanovitelnosti (ug/l) na sestavé HPLC Agilent 1100
a na staré HPLC sestavé

PAH LOD LOQ LOD LOQ LOD LOQ LOD LOQ
Agilent | Agilent | Agilent | Agilent stara stara stara stara
1100 1100 1100 1100 sestava | sestava | sestava | sestava
NAP 2,1 3.8 2,6 4,6 3,2 4,3 3.8 52
ACE 0,4 0,7 0,5 0,8 1,8 4,0 2,2 4,8
FLR 1,4 2,6 1,7 3,1 1,8 2,5 2,2 3,0
PHE 1,6 2,9 1,9 3,5 1 1,2 1,2 1,4
ANT 0,6 1,0 0,7 1,2 0,7 1,2 0,8 1,4
FLU 0,6 1,0 0,7 1,2 1,1 1,9 1,3 2,3
PYR 0,6 1,1 0,5 1,2 4,1 6,5 4,9 7,8
BaA 0,4 0,8 0,6 1,0 1,8 33 2,2 4,0
CHR 0,5 0,9 0,6 1,1 4,8 8,7 5,8 10,4
BbF 0,5 0,9 0,6 1,1 1,9 3,3 2,3 4,0
BKkF 0,4 0,8 0,5 1,0 1 1,7 1,2 2,0
BaP 0,9 1,5 1,1 1,8 1,2 2,1 1,4 2,5
DBA 0,6 1,0 0,7 1,2 1,9 34 2,3 4,1
BPE 0,7 1,2 0,8 1,4 2,9 4,6 5,5 5,5
INP 23 3,7 2,8 4.4 7,3 8,5 8,8 10,2

47




5.5 Citlivost

Citlivost je ddna zménou signalu, vyvolanou jednotkovou zménou validované vlastnosti (tj. smérnici
kalibra¢ni ptimky). Vypocet byl proveden pomoci programu Effivalidation 3.0 ze smérnice piimky.

Vysledky jsou uvedeny v tabulce €. 17.

Tabulka ¢. 17: Vysledky citlivosti PAHs

PAH Citlivost (mV.s/ug)
NAP 0,1
ACE 1,1
FLR 0,7
PHE 1.3
ANT 0,9
FLU 0,3
PYR 1,3
BaA 0,7
CHR 1,6
BbF 0,7
BKF 1,5
BaP 0,9
DBA 0,9
BPE 0,3
INP 0,1

5.6 Nejistoty stanoveni

Stanoveni relativni standardni nejistoty a relativni rozsifené nejistoty bylo provedeno z hodnot
vicenasobného méteni v programu Effivalidation 3.0. Hodnoty nejistoty stanoveni PAHs pro vzorky
922, 1014, vnitrolaboratorni referen¢ni material (VRM) a certifikovany material (CRM) jsou

uvedeny v tabulce ¢.18.
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Tabulka €. 18: Nejistoty stanoveni PAHs

PAH Vzorek | Mez stanovitelnosti | Uroveii - obsah Relativni standardni Relativni rozsirena
nejistota nejistota
(ng/kg) (ng/kg) (%) (%)
NAP 922 4,6 8,4 7,8 15,3
1014 7,3 28,8 56,5
VRM 549 8,8 17,2
CRM 2728 12,6 24,8
ACE 922 0,8 4,6 7,8 15,3
1014 11,7 29,7 58,3
VRM 43,4 6,5 12,7
CRM 1431 6,4 12,6
FLR 922 3,1 13 6,1 11,9
1014 24,7 27 53
VRM 81,3 17 33,4
CRM 2874 14,2 27,8
PHE 922 3,5 92,6 4,7 9,2
1014 197 22,7 44,4
VRM 1117 6,1 11,9
CRM 13802 5,2 10,2
ANT 922 1,2 31,9 4,7 9,3
1014 114 17,9 35,1
VRM 295 9,3 18,3
CRM 3664 3,6 7
FLU 922 1,2 215 8,2 16
1014 716 17,6 34,4
VRM 1934 3,0 6,0
CRM 15857 6,9 13,6
PYR 922 1,2 191 7.3 14,3
1014 621 17,7 34,6
VRM 1650 4,4 8,7
CRM 14510 7,6 14,9
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PAH Vzorek | Mez stanovitelnosti | Uroveri - obsah Relativni standardni Relativni rozsifena
nejistota nejistota
(ng/ke) (ng/kg) (%) (70)
BaA 922 1,0 80,3 6,6 12,9
1014 235 18 35,3
VRM 1012 8,3 16,2
CRM 7204 5,4 10,6
CHR 922 1,1 100 6,8 13,4
1014 285 15,6 30,6
VRM 1156 5,5 10,9
CRM 7242 6,2 12,1
BbF 922 1,1 67,6 2,2 43
1014 154 15,1 29,5
VRM 1293 6,9 13,5
CRM 6618 2,7 5,3
BKF 922 1,0 47,8 4,8 9,5
1014 115 15,4 30,2
VRM 636 4,3 8,5
CRM 3897 7,1 13,9
BaP 922 1,8 93,5 6,2 12,1
1014 252 10,3 20,3
VRM 1328 11,1 21,7
CRM 8408 32 6,3
DBA 922 1,2 11,4 4,5 8,9
1014 28,3 16,1 31,5
VRM 175 7.3 14,4
CRM 1172 8 15,7
BPE 922 1,4 60 7,2 14,1
1014 126 12,3 24,2
VRM 1051 22,7 44,4
CRM 6061 54 10,6
INP 922 4.4 61,8 8,6 16,8
1014 165 13,4 26,3
VRM 1121 10,3 20,1
CRM 5442 4,8 9,4
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6 Zavér

Cilem prace bylo ptevést metodu stanoveni polyaromatickych uhlovodikii metodou HPLC na novy
kapalinovy chromatograf Agilent 1100. Byly stanoveny valida¢ni parametry.

Opakovatelnost byla ovéfena na dvou realnych pidéach, na vnitrolaboratornim referenénim materialu
(VRM) a na certifikovaném referencnim materidlu (CRM) vicenasobnym metfenim.

Spravnost byla ovéfena pomoci certifikovaného referencniho materidlu. Vysledky méteni byly
zpracovany programem EffiValidation. Analytickd metoda poskytuje statisticky spravné vysledky.
Byl analyzovan vnitrolaboratorni referenni materidl na staré¢ sestavé HPLC a na sestavé Agilent
1100. Ziskané vysledky byly porovnany pomoci programu EffiValidation 3.0. Metoda stanoveni
PAHs poskytuje statisticky stejné vysledky.

Déle byl ovéfen validaéni parametr linearita. Ta byla prokazana u vSech sledovanych
polyaromatickych uhlovodiku.

Meze detekce a stanovitelnosti byly urceny z kalibracni ptfimky. Na HPLC Agilent 1100 se podatilo
snizit detekéni limity PAHs. Pomoci programu EffiValidation byla urcena citlivost jednotlivych
PAHs ze smérnice kalibra¢ni pfimky.

Byla vypoctena relativni standardni nejistota a relativni rozsifena nejistota z hodnot vicendsobného
meéteni pro dvé redlné pidy, vnitrolaboratorni referencéni materiadl a pro certifikovany referencni
material. Relativni roz$ifena nejistota pro vétsinu PAHs se pohybuje kolem 20 %, coz koresponduje
s hodnotami ziskanymi na staré HPLC sestavé. Vzorek 1014 vykazuje vys$si hodnoty relativni
rozSifené nejistoty, coz znamena, Ze se jedna o nehomogenni ptadu.

Provedenymi valida¢nimi kroky byla ovéfena spravnost a platnost metody stanoveni

polyaromatickych uhlovodikt v ptidach na HPLC sestavé Agilent 1100.
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