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Jednotné pracovni postupy — Vyding 3
analyza rostlinného materialu

40130.1 — Stanoveni Cu, Ni, Cr, Co, Pb, Cd Revize
metodou ETA-AAS

STANOVENI Cu, Ni, Cr, Co, Pb, Cd METODOU ETA-AAS

1 Ucel a rozsah

Postup je urcen pro stanoveni médi, niklu, chromu, kobaltu, olova a kadmia v mineralizatech
vzorki rostlinného materialu ptipravenych podle postupu 40032.1 Mineralizace v uzavieném
syst¢ému s mikrovinnym ohfevem nebo podle postupu 40033.1 Mineralizace v castecné
uzavieném systému s mikrovinnym ohfevem.

Poznamky

1  Metoda ETA-AAS je 0 2 az 3 rady citlivejsi v porovnani s plamenovou technikou
a uplatni se predevsim pri stanoveni velmi nizkych obsahii prvkii.

2 Princip

Vzorek nadavkovany do elektrotermického atomizatoru se po vysuSeni a termickém rozloZeni
matrice atomizuje pii vysoké teploté. M¢Efi se absorpce charakteristického zareni zpisobena
pfitomnosti atomli méteného prvku v optické draze piistroje v pribéhu atomizace. Vliv
nespecifické absorpce se eliminuje pouzitim vhodné korekce.

3 Chemikalie
PouZivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.

1  Kyseliny pouzité pro extrakci nebo mineralizaci vzorkll pro modelovani matrice
pii pfipravé kalibracnich standardnich roztokd.

2  Argon Cistoty 4.8 nebo dusik stejné Cistoty nebo vyssi.
Voda (deionizovana, demineralizovana nebo destilovana), vysoce Cista.

Zékladni standardni roztoky stanovovanych prvkt o koncentraci 1000 mg/l. Je vhodné
pouzit komeréné dodavané roztoky od oveéfeného vyrobce.

5  Modifikatory matrice pfipravené z vysoce Cistych chemikalii nebo komeréné dostupné
roztoky (napf. Analytika s.r.o., Merck, FlukaBiochemika).

Schvalil: RNDr. Jifi Zbiral, PhD., feditel NRL
Platné od: 27.1.2014



\ : Ustiedni kontrolni a zkusebni ustav zemédélsky  Strana 2
. . Nérodni referen¢ni laboratof
UkzUz Tednotré -
ednotné pracovni postupy — Vydéni 3
analyza rostlinného materialu
40130.1 — Stanoveni Cu, Ni, Cr, Co, Pb, Cd Revize 0
metodou ETA-AAS
4 Pristroje a pomucky

Atomovy absorpcni spektrofotometr s elektrotermickym atomizatorem a moznosti
korekce nespecifické absorpce.

Davkovaci pipeta (5 — 50) upl nebo autosampler jako soucast spektrofotometru
s elektrotermickym atomizatorem.

Dutokatodové nebo bezelektrodové (EDL) vybojky pro stanovované prvky.
Grafitova kyveta s platformou pokrytou pyrolytickym grafitem.

Podvarové destilacni zatfizeni pro ptipravu vysoce Cistych mineralnich kyselin (napf.
Berghof, Némecko).

Zatizeni pro pfipravu vysoce Cisté demineralizované vody (napt. Millipore, USA).

Poznamky

2

5

Chemikdlie a voda (3) pouzivané pri mineralizaci, Fedeni nebo pripravé kalibracnich
standardu museji byt maximdlniho dostupného stupné cistoty. Kvalita pouzivané vody
se musi pravidelné kontrolovat s ohledem nakoncentraci stanovovanych prvkaii.
Pro mineralizace vzorkii a nasledné pro pripravu kalibracnich standardnich roztoki
se dusledné doporucuje pouzivat podvarové destilované mineradlni kyseliny, pripadné
komercné dostupné mineralni kyseliny o srovnatelné cistoté.

Také ostatni chemikadlie, zejména modifikatory matrice, mohou byt zdrojem
kontaminace.

Jako chemické modifikatory matrice lze pouzit tyto roztoky:

- roztok NH4H,PO4, ¢ = 200 g/l (rapr. Analytika s.r.o Praha ), redéni na NH4H,PO4
1% roztok, odpovida 0,05 mg NHH,PO4 v 5 ul.

- roztok Mg(NOs),.6H,0, se pripravi rozpustenim ve vodeé (3), 10,5 g hexahydratu
ve 100 ml (10,5% roztok) odpovida 6 g bezvodého dusicnanu horecnatého ve 100 ml
(6 % roztok) , redeni na Mg (NOs3), 0,06 % roztok, odpovida 0,003 mg Mg (NO3),
v 5 ul, redéni na Mg (NOs), 0,3 % roztok, odpovida 0,015 mg Mg (NO3), Vv 5 ul.

- roztok Pd, ¢ = 10 g/l v 5% HNOg3 (napr. Analytika s.r.o. Praha), redéni na Pd 0,1 %
roztok, odpovida 0,005 mg Pd v 5 ul. Lze také pouzit komercné doddavany roztok Pd,
c=2g/lv 5% HNO;3 (napr. Analytika s.r.o. Praha).

- smésné roztoky (dodava napr. RMI Pardubice), napr. pre-mixed matrix modifier
0,005 mg Pd + 0,003 mg Mg (NO3), v 5% HNO3 nebo pre-mixed matrix modifier
0,05 mg NH4H,PO,4 + 0,003 mg Mg (NO3), v 1% HNO:s.

Postup pripravy kyselin pro modelovani matrice kalibracnich standardnich roztokii
je uveden u prislusného mineralizacniho postupu.

Schvalil: RNDr. Jifi Zbiral, PhD., feditel NRL
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5 Pracovni postup

5.1 Priprava standardnich roztoki a kalibraéni kiivky

Vsechny kalibra¢ni roztoky se pfipravuji fedénim zasobnich certifikovanych standardnich
roztokli o koncentraci 1000 mg/l (4) metodou postupného fedéni. Kalibra¢ni kiivky
pracovnich standardnich roztoki se pfipravuji modelovanim matrice vzorkli, aby byly
Vv prostiedi se stejnou koncentraci mineralnich kyselin jako v méfenych vzorcich. Vysledné
prostiedi vzdy zavisi na pouzitém zptsobu mineralizace. Roztoky se pfipravuji vzdy Cerstvé
pired méfenim.

Doporuceny zpusob pripravy kalibraénich roztoki

Ze zakladnich certifikovanych standardnich roztokt jednotlivych prvka 1000 mg/l (4)
se postupnym ziedénim pfipravi samostatné roztoky o koncentraci 10 mg/1 (fedéno 100 x),
znéj 1 mg/l a z n&j 0,1 mg/l (vobou krocich fedéno postupné 10 x). V kazdém kroku
sena 100 ml roztoku pfidavaji 2 ml koncentrované kyseliny dusi¢né (1). Tyto pracovni
standardni roztoky se doplnuji po znacku vodou (3) a roztoky o koncentraci 1 mg/l a 0,1 mg/I
se pouziji pro ptipravu jednotlivych kalibra¢nich bod.

Ptipravuje se nulovy bod kalibra¢ni kiivky a dva az tfi standardni kalibra¢ni roztoky, které
se dopliuji roztokem minerdlni kyseliny modelujicim matrici vzorkd. Je vhodné pfipravit
smésné kalibracni standardni roztoky pro Cd a Pb a dale smésné kalibra¢ni standardni roztoky
pro Co, Cu, Ni, a Cr. Doporucené koncentrace kalibra¢ni roztokli pro jednotlivé prvky jsou
uvedeny v tabulce 1.

Piiprava smésnych kalibra¢nich roztoki pro Cd a Pb

Z pracovniho standardniho roztoku Cd o koncentraci 100 pg/l se do sady 50ml odmérnych
ban¢k postupné pipetuje (5; 2,5; 1; 0,5; 0) ml. Do odmérnych ban¢k se dale pipetuje
z pracovniho standardniho roztoku Pb o koncentraci 100 pg/l postupné (25; 10; 5; 2,5; 0) ml.
Odmeérné baiky se dopliiuji po znacku roztokem modelujicim matrici métenych vzorkda.

Piiprava smésnych kalibraé¢nich roztoki pro Cr, Cu, Ni a Co

Z pracovniho standardniho roztoku Cr o koncentraci 100 pg/l a dale z roztoku Ni o stejné
koncentraci se do 50ml odmérnych ban¢k postupné pipetuje (25; 10; 5; 2,5; 0) ml téchto
roztoktli. Do stejnych odmérnych ban¢k se dale pipetuje z pracovniho standardniho roztoku Co
0 koncentraci 100 pg/l postupné (10; 5; 2,5; 1; 0) ml. Z pracovniho standardniho roztoku Cu
0 koncentraci 1 mg/l se do stejnych odmérnych banék pipetuje (5; 2,5; 1; 0,5; 0) ml. Odmérné
bariky se dopliiuji po znacku roztokem modelujicim matrici métenych vzorkda.
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Tabulka 1. Standardni kalibraé¢ni roztoky doporucené pro méfeni (ng/l).

Prvek ST.0 ST.1 ST.2 ST.3 STA4

Cd 0 1 2 5 10

Pb 0 5 10 20 50

Cr 0 5 10 20 50

Co 0 2 5 10 20

Ni 0 5 10 20 50

Cu 0 10 20 50 100

Poznamky

6

10

Metoda byla ovérovana pro mineralizaty rostlinného materialu pripravené na suché
cesté dle postupu 40034.1, ve kterych je koncentrace kyseliny dusicné zpravidla 2 moll.
Podle tohoto postupu je treba vzorky mineralizované z navazky 5 g/50 ml pred mérenim
naredit 10 x vodou (3), takze vyslednd koncentrace kyseliny dusicné v mineralizdtech
pripravenych pro mereni je 0,2 mol/l. Kalibracni standardni roztoky jsou pripraveny
v 0,2 molll kyseliné dusicné. Redéni vzorkii omezuje viiv matrice a umoZiuje mérent
V linedrni casti kalibracni kirivky.

Pro kalibraci je mozné pouzit pouze jeden standardni kalibracni roztok, ze kterého
se dalsi body pro konstrukci kalibracni krivky ziskaji reZimem automatické kalibrace.
Pokud pristroj neni vybaven touto funkci, je treba pripravit vice pracovnich
standardnich kalibracnich roztokii. Vysledny objem (standardniho roztoku resp. vzorku,

blanku a modifikatoru) davkovany do kyvety musi byt konstantni (zpravidla 20 ul + 5 ul
modifikatoru,).

Pri sekvencnim automatickém provozu a pri stanoveni vice prvkii v mineralizatu

je vhodné vyuzit smésny pracovni standardni roztok o koncentraci (v ug/1) 100 Pb,
5 Cd, 50 Ni, 20 Cr, 50 Cu, 50 Co.

Poucziti vyssich koncentraci kyseliny dusicné nez asi 0,2 mol/l zpusobuje rychlou
degradaci pyrolytického povrchu grafitového atomizatoru. Kyvety standardné vydrzi
priblizne 600 az 700 odpalit (pokud se mineralizaty rostlinného materialu méri priblizne
v 0,2M kyselinée dusicné).

Pri stanoveni je nezbytné vénovat zvySenou pozornost slepym pokusiim pripravenych
mineralizatit a zarazovat do kazdé mineralizacni série 2 slepé pokusy a vhodny IRM.

Schvalil: RNDr. Jifi Zbiral, PhD., feditel NRL
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5.2 Nastaveni pristroje a méreni

Pied vlastnim méfenim je tfeba zkontrolovat a piipadné upravit polohu davkovaci kapilary
do grafitové kyvety a provést vypaleni kyvety bez davkovani vzorku pro identifikaci
pamétovych efekt z predchoziho méfeni. Dale se kyveta kratce vycisti 1 az 2 odpaly roztoku
ziedéné kyseliny (obvykle kalibra¢niho blanku). Pii méfeni se zpravidla odecita integrovana
plocha signalu po korekci nespecifické absorpce, v nékterych piipadech je vSak vhodnéjsi
pouzit pro vyhodnoceni vysku piku. Standardné se davkuje do grafitového atomizatoru 20 pl
mineralizatu vzorku, slepého pokusu nebo kalibracniho standardniho roztoku. Pokud
se pouziva modifikator matrice, davkuje se jesté obvykle 5 ul modifikatoru.

Pro stanoveni Cd a Pb se ptidava ke vzorku smésny modifikator, ktery obsahuje v 5 pul
0,05 mg NH4H,PO,4 + 0,003 mg Mg(NOs3),. Pro stanoveni Co lze doporucit modifikator, ktery
obsahuje v 5 ul 0,015 mg Mg(NOs),. Pro stanoveni Co a Cu lze pouzit také smésny
modifikator, ktery obsahuje v 5 ul 0,005 mg Pd + 0,003 mg Mg(NO3),. Cr a Ni lze mé&fit
vzhledem Kk vysoké atomizaéni teploté bez pouziti chemického modifikatoru matrice.

V tabulkach 2 a 3 jsou uvedeny doporucené vinové délky méteni a optimalizované teplotni
programy pro dva rozdilné technicky feSené elektrotermické atomizatory s rozdilnym
principem korekce pozadi. Pristroj GTA-96 Varian (podélny ohiev, deuteriova korekce
nespecifické absorpce) a AAnalyst 600, PerkinElmer (pfi¢ny ohiev kyvety a Zeemanovska
korekce nespecifické absorpce). Dalsi pfistrojové parametry (proud pro Zzhaveni
dutokatodovych nebo EDL vybojek, opticka Sifka Stérbiny atd.) se nastavi podle doporuceni
vyrobce pfistroje nebo na zaklad¢ optimalizace postupu pro konkrétni pfistroj. Velmi vhodné
je davkovani do predehiaté kyvety, pokud je pfistroj umoziiuje. Zejména pro Cd a Pb
se osvédcilo davkovani pii 85 °C. Vysledny objem davkovany do kyvety musi byt konstantni.
Citlivost stanoveni lze zvysit davkovanim vétsiho objemu vzorku, ptipadné opakovaného
davkovani s vysusenim po kazdém davkovani. Pokud je davkovany objem vyssi nez 20 pul, je
tieba prodlouzit dobu suSeni oproti hodnotam uvedenym v tabulce 2.

Kalibrace se provadi postupnym méfenim kalibracnich standardnich roztokd s rostouci
koncentraci. Prib¢h kalibracnich kiivek je ve vétsiné ptfipadii linearni. Pfi méfeni je vhodné
zatrazovat do série rekalibra¢ni roztok (obvykle po 10 az 20 vzorcich). Velmi uzitecné je také
automatické nastaveni opakovaného vycisténi kyvety po odpalu vzorki s vysokym obsahem
urcitého prvku (vysokou hodnotou integrované absorbance), pokud to umoziiuje sofwarové
vybaveni pfistroje. Zejména pii vE&tSim opotiebovani kyvety roste nutnost rekalibraci
v pribé¢hu méteni. K vyhodnoceni se vyuzije programové vybaveni pfistroje. Provadi se
vétSinou odectem z kalibracni kiivky. Pfi vysoké Urovni interferenci se pouzije metoda
standardniho pfidavku.

Schvalil: RNDr. Jifi Zbiral, PhD., feditel NRL
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Tabulka 2. Piiklad prFistrojovych parametri pro podélné vyhiivanou Kkyvetu
a davkovani 20 pl. (GTA-96, Varian), deuteriova korekce pozadi.

Prvek Cu Pb Cd Ni Co Cr

Vlnova délka (nm) 324,8 283,3 228,8 232,0 240,7 357,9
Teplotni program grafitové kyvety ( teplota/Cas )

Suseni (°C/s) 150/30 100/20 100/20 150/30 150/30 150/30

Suseni (°C/s) 200/20 200/25

Rozklad (°C/s) 800/5 600/15 500/15 900/5 900/5 800/5

Rozklad (°C/s) 800/5 600/5 500/5 900/15 | 900/15 800/10

Atomizace (°C/s) 2400/0,9 | 2100/0 | 2000/0,8 | 2400/0,9 | 2400/0,9 | 2400/0,9

Atomizace (°C/s) 2400/2 2100/2 2000/2 2400/2 2400/2 2400/2

Cisténi (°C/s) 2500/2 | 2100/2 2100/2 2500/2 2500/2 2500/2

Prvni polozka shodné nazvaného teplotniho programu udava, za jak dlouho mé byt dosazeno
dané teploty (rychlost ohfevu), druhé polozka udavéa dobu, po kterou pii dané teploté proces
probiha.

Schvalil: RNDr. Jifi Zbiral, PhD., feditel NRL
Platné od: 27.1.2014
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Tabulka 3. Priklad pristrojovych parametri pro p#i¢né vyhfivanou kyvetu (THGA)
a davkovani 20 pul (AAnalyst 600, PerkinElmer), Zeemanova korekce pozadi.

Prvek Cu Pb Cd Ni Co Cr
Vlnova délka (nm) | 324,8 283,3 228,8 232,0 242,5 357,9
Teplotni program grafitové kyvety ( teplota/¢as )

Suseni (°C/s) 110/3 110/3 110/3 110/3 110/3 110/3
Suseni (°C/s) 110/30 110/30 | 110/30 110/30 110/30 110/30
Suseni (°C/s) 130/15 130/15 | 130/15 130/15 130/15 130/15
Suseni (°C/s) 130/30 130/30 | 130/30 130/30 130/30 130/30
Rozklad (°C/s) 1200/10 | 850/10 | 600/10 | 900/15 | 1400/10 950/10
Rozklad (°C/s) 1200/20 | 850/20 | 600/20 | 900/20 | 1400/20 950/20
Atomizace (°C/s) 2100/0 1700/0 | 1650/0 | 2300/0 | 2400/0 2400/0
Atomizace (°C/s) 2100/5 1700/3 | 1650/3 | 2300/5 | 2400/4 2400/5
Cisteni (°C/s) 2500/1 | 2450/1 | 2450/1 2600/1 | 2600/1 2600/1
Cisténi (°C/s) 2500/6 | 2450/3 | 2450/3 | 2600/6 | 2600/5 2600/6

Jako ochranny plyn se u pfistroje AAnalyst 600 pouziva Ar o pratoku 250 ml/min, v pribéhu
faze atomizace je jeho prutok nulovy.

Poznamky

11 Veskeré laboratorni sklo, vialky do autosampleru a ostatni pouzivané laboratorni
nadobi (pipety, kddinky) je tireba pred dalsim pouzitim dobre vyplachnout vodou (3)
a louzit ve zredené kyseliné dusicné (asi 10 % V/V, p.a.) nejlépe pres noc a poté
dokonale nékolikrat promyt vodou (3).

12 Na slepé pokusy, nulové body kalibracni kiivky a ostatni standardy se do autosampleru
pouzivaji oddélené vialky, které jiz nebudou pouzity dale na jiné vzorky. Laboratorni
sklo urcené pro standardy Se nesmi pouzivat pro pripravu jinych roztoki a ma byt
vyclenéno pouze pro stopovou analyzu. Odmérné sklo, které se momentalné nepouziva,
se naplni ziedenou kyselinou dusicnou (asi 10 % V/V, p.a.), uzaviee a pred pouzitim opét
diitkladné promyje vodou (3).

Schvalil: RNDr. Jifi Zbiral, PhD., feditel NRL
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13 Vzhledem k podstatné vétsimu viivu matrice na stanoveni nizkych obsahii analytu je

14

15

16

17

18

19

20

nutné pouzit korekci pozadi. Rusivé vlivy byvaji nejcastéji zpiisobeny pritomnosti
nedisociovanych molekul, radikalii a vysokych koncentraci soli, zejména chloridi,
pripadné fosforecnanii.

Ve vzorcich se zvlaste komplikovanou matrici a vysoce zasolenych miize dojit
K prekompenzaci signalu pri pouziti deuteriového korektoru nespecifické absorpce.
V téchto pripadech je vhodnéjsi odecitat vysku signalu nebo pouZzit pristroj s moznosti
korekce nespecifické absorpce vyuzitim Zeemanova jevu pripadné korektoru typu Smith-
Hieftje. Pri pouziti korekce pozadi na principu Zeemanova jevu je potieba znat pritbeh
kalibracnich zavislosti. Pri vyssich hodnotach koncentraci prochdzi kiivky maximem
avysledek miize byt zkreslen tim, Ze jedna hodnota absorbance odpovidd dvéma
hodnotam koncentrace. Hodnota absorbance, pri které dochdzi k tomuto jevu, je
vetsinou uvedena v doporucenych podminkdch pro kazdy prvek v software pristroje.

Korekci pozadi na principu Zeemanova jevu je mozné korigovat nespecifickou absorpci
priblizné do hodnot 0,5 az 1 jednotek integrované absorbance. Pri piekroceni hodnoty
1 AU (integrovana) je jiz potireba oveérit vysledek naredenim vzorku a potlacenim viivu
matrice.

Vedle klasickych dutokatodovych vybojek je velmi vyhodné pouzit EDL lampy nebo jiné
zdroje zareni S Vysokou intenzitou. Tyfo zdroje zdreni jsou vhodné zejména pro lehce
tekavé prvky s rezonancnimi carami ve vzdalené UV oblasti spektra pod 220 nm. (napr.

Cd, Ph).

Vsechny pouzivané zdroje zareni se zhavi proudem dle doporuceni vyrobce, starnutim
lamp postupné klesaji jejich intenzity (pokud softwarové vybaveni umozZnuje vycislit
intenzitu zareni lampy, je vhodné si dosazené intenzity zareni evidovat), v Zadném
pripadeé se viak nesmi zvySovat proud lampy nad tuto doporucenou hodnotu, mohlo by
dojit k trvalému posSkozeni lampy. EDL lampy je nutné nechat Zhavit pred mérenim
asi 30 min, HCL lampy pouze asi 10 min.

Pokud davkovaci kapilara autosampleru Spatné davkuje i pri dobrém nastaveni
do prostoru grafitového atomizatoru, osvédcilo se jeji promyti isopropanolem cistoty
p.a., ktery ji dokonale odmasti. Potom je opét nutné diikladné promyt kapilaru vodou
@).

Spravnost meéreni je treba overit vSemi dostupnymi metodami (referencni materialy,
spiking, metoda standardnich pridavkii, porovnani vysledkii pro ruzné redeny vzorek,
analyza vzorku 7 mezilaboratornich porovnavacich zkousek apod.).

Nekteré prvky vykazuji piky, které chvostuji, zejména Ni, Co, Cr a Cu. \V tomto pripadé
Jje treba upravit dobu pro cteni signalu.

Schvalil: RNDr. Jifi Zbiral, PhD., feditel NRL
Platné od: 27.1.2014
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Pokud neni znamo sloZeni vzorku, pripadné se jednd o vzorek velmi komplikované
matrice, se pro méreni pouzije metoda standardniho pridavku. Miru oviivnéni matrici
vzorku lze odhadnout porovnanim smérnic kalibracnich zavislosti ziskanych obéma
metodami (externi kalibrace a kalibrace metodou standardniho pridavku). Pokud
se Vyskytuje série vzorkii priblizné stejné matrice a stejného slozeni (napr. slamy, travy,
zrno apod.), Fada pristroji umoznuje pouzit metodu tzv. standard addition-calibrate,
kdy s pomoci metody standardniho pridavku aplikovaného na jeden vzorek se ostatni
vzorky vyhodnoti na zjistéenou kalibracni zavislost.
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