‘ Ustiedni kontrolni a zkusebni ustav zemédélsky ~ Strana 1
. . Narodni referen¢ni laborator
UKZUZ N

Jednotné pracovni postupy —

, ., g Vydani 3
analyza rostlinného materialu

40170.1 — Stanoveni selenu metodou atomové .
Revize

absorb¢ni spektrometrie s generaci hydrida 0
(AAS-HG)

STANOVENI SELENU
METODOU ATOMOVE ABSORBCNI SPEKTROMETRIE
S GENERACI HYDRIDU (AAS-HG)

1 Ucel a rozsah

Postup je uren pro stanoveni obsahu selenu v mineralizatech vzorku rostlinného materialu
ptipravenych mineralizaci na mokré cesté. Vzhledem k velmi specifickému zpisobu
stanoveni obsahuje tento i kompletni postup mineralizace vzork.

Poznamky

1 Obsah selenu v mineralizatech vzorkit rostlinného materialu lze stanovit rovnéz
metodou ICP-MS, kterad je uvedena v JPP Zkouseni krmiv, postup ¢. 10290.1.

2  Princip

Ve vzorku rostlinného materialu se obsah selenu stanovi po rozkladu smési kyseliny dusi¢né,
kyseliny sirové a peroxidu vodiku metodou atomové absorpéni spektrometrie s hydridovou
technikou (AAS-HG). Mineralizat vzorku se davkuje do aparatury na generovani hydrida.
Selenovodik vznikly reakei s tetrahydridoboritanem sodnym se vede proudem inertniho plynu
do kiemenné rozkladné trubice vyhiivané plamenem nebo elektricky, ktera je umisténa v
optick¢é ose pfiistroje. Zde dochazi k termickému rozkladu selenovodiku atomizaci
vytvorené¢ho hydridu a atomarni selen zptisobi absorpci charakteristického zafeni. Signal se
vyhodnocuje metodou kalibra¢ni kiivky. Kalibracni roztoky se pfipravuji modelovanim
matrice méten¢ho vzorku.

3  Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.
1 Tetrahydridoboritan sodny, NaBHj.

2  Hydroxid sodny, NaOH.
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Tetrahydridoboritan sodny, roztok, ¢ (NaBH,4) = 0,5 %.

Pfiprava: Do 1000ml odmérné banky se navazi 10 g hydroxidu sodného (2), rozpusti
sevasi 500 ml vody (14) a ptida se 5 g tetrahydridoboritanu sodného (1). Roztok
se micha do uplného rozpusténi a po vytemperovani se doplni vodou (14) po znacku.
V piipadé¢ potieby se tento roztok muze filtrovat pies filtratni papir nebo
pfes membranovy filtr porosity 0,45 um pomoci vakuové filtrace. Roztok se pfechovava
Vv plastové lahvi v chladu a temnu, je staly asi 2 mésice.

Kyselina chlorovodikova koncentrovana, HCI (36 — 38) %, p(HCI) = 1,18 g/ml.
Kyselina dusi¢na koncentrovana, HNOjz; 65 %, p(HNOs) = 1,40 g/ml.

Peroxid vodiku, H»O,, roztok 30%.

Kyselina sirova koncentrovana, H,SO4 96 %, p(H,SO,4) = 1,83 g/ml.

Kyselina chlorovodikova, c(HCI) =5 mol/l.

Pfiprava: Do 1000ml odmérné banky se naleje asi 500 ml vody (14), ptida se 430 ml
koncentrované kyseliny chlorovodikoveé (4) a po vytemperovani se doplni po znacku.

Zakladni standardni roztok selenu o koncentraci 1000 mg/l. Je vhodné pouzit komeréné
dodéavany roztok od ovéfeného vyrobce, napt. Analytika s.r.o. Praha.

Pomocny standardni roztok selenu o koncentraci 10 mg/I.

Piiprava: Do 100ml odmérné barniky se pipetuje 1 ml zékladniho standardniho roztoku
selenu (9) a banka se doplni po znacku vodou (14).

Pracovni standardni roztok selenu o koncentraci 0,1 mg/1.

Ptiprava: Do 500ml odmérné banky se pipetuje 5 ml pomocného standardniho roztoku
selenu (10) a banka se doplni po znacku vodou (14).

Acetylen Cisty a vzduch tlakovy pro FAAS.
Argon Cistoty 4,8 ptipadné dusik shodné Cistoty nebo vyssi.

Voda (deionizovana, demineralizovana nebo destilovana).

Piistroje a pomiicky
Analytické vahy s ptfesnosti nejméné 0,001 g.
Mineraliza¢ni zafizeni vicemistné s programatorem teploty.

Pipety nebo automatické davkovace pro davkovani koncentrovanych kyselin s pfesnosti
+ 0,1 ml.

Atomovy absorpcni spektrofotometr s vybojkou pro selen s piidavnym zafizenim
pro generovani a termicky rozklad hydrida.
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5 Postup
5.1 Mineralizace vzorku

Do mineraliza¢nich trubic se navazi (2 + 0,001) g upravené¢ho vzorku aprida se 10 ml
koncentrované kyseliny dusi¢né (5). Trubice se umisti do mineralizatniho bloku a nechaji
se stat pres noc. Druhy den se smés se vzorkem postupné zahiiva 15 min pii 100 °C, 10 min
pti 140 °C a 90 min pii 180 °C. Po ochlazeni smési se pridaji 2 ml koncentrované kyseliny
dusi¢né (5) a 1 ml koncentrované kyseliny sirové (7) a smés se dale zahiivd 60 min
pii 180 °C. Po ochlazeni se ptida po kapkach (2 — 4) ml 30% peroxidu vodiku (6) a smés
se zahiiva 10 min pii 160 °C. Po ukonceni mineralizace se mineralizat filtruje ptes stiedné
husty filtr (napf. FILTRAK ¢. 389) do 50ml odmémé banky. Obsah banky
se po vytemperovani doplni kyselinou chlorovodikovou (8) poznacku a promicha se.
Pro kazdou meétfenou sérii se pfipravi slepy pokus tak, Ze se provedou stejné operace
s vylou¢enim vzorku.

Poznamky

2  Pri zvoleném zpiisobu mineralizace je potieba zajistit, aby nedochdzelo ke ztratam
selenu a ke kontaminaci ze vzduchu. Zdroven musi byt zarucena mineralizace vsech
vyskytujicich se forem selenu. Proto jsou vhodnéjsi postupy s mineralizaci v uzavienych
tlakovych nadobkach (mikrovinny zpiisob ohrevu, autoklav apod.) nebo v zarizeni
se zpetnymi vodnim chladici s nastavci, které lze pripadné povazZovat za pseudo-
uzavieny systéem. Rozklady vzorkit pomoci kyselin na suché ceste se nedoporucuji
zejména z hlediska prisné kontroly teploty spalovani a nutného pridavku oxidacnich
cinidel, které prevedou tékavé slouceniny selen na soli kyslikatych kyselin. Pri spalovani
v muflové peci do teploty 450 °C se napr. doporucuje pridat ke vzorkiim oxidacni cinidlo
dusicnan horecnaty nebo oxid horecnaty.

3 Pripravené mineralizaty vzorki rostlinného materialu podle uvedeného postupu jsou
v matrici 5 mol/l kyseliny chlorovodikové. Tato koncentrace HCI by méla zabezpecit
dostatecné kyselé prostredi pro priibéh dokonalé redukce Se(V1) na Se(1V) a naslednou
schopnost tvorby hydridu. PFi pouziti jiného zpiusobu mineralizace vzorkit (s jinou
kombinaci minerdlnich kyselin s ruznou oxidacni schopnosti) je potieba otestovat
zpiisoby redukce vzorkii pred mérenim metodou generovani hydridii. Podle literatury
se doporucuji  pouzivat postupy predredukce s pridavkem alikvotniho podilu
koncentrované kyseliny chlorovodikové k mineralizatu za studena nebo zahrivanim
na vodni lazni 60 min p7i 70 °C nebo (20 — 40) min p7i (80 — 90) °C. V kazdém pripadé
je nutné zpusob predredukce ovérit pro zvoleny zpusob mineralizace, aby redukce

probéhla dusledné, nebo aby naredénim vzorku nedoslo ke zpétné oxidaci Se(IV)
na Se(VI).
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4 Jako mozny zpiisob predredukce selenu pri pouziti jiného zpusobu mineralizace vzorku
nez uvedeného vtomto postupu lze doporucit nasledujici postup. Do 25ml odmérné
barky se napipetuje (1 — 5) ml mineralizdatu vzorku, 2,5 ml kyseliny chlorovodikové
koncentrované (4) a 2,5 ml vody (14). Obsah banek se promichd a banky se umisti
bez zdtky na vodni lazen, kde 60 min pri 70 °C probiha predredukce Se(V1) na Se(IV).
Po ochlazeni na laboratorni teplotu se obsah banék doplni vodou (14) po znacku.

5.2 Priprava kalibraénich standardnich roztoku

Jednotlivé kalibracni standardni roztoky se pfipravi pipetovanim piislusného objemu
pracovniho standardniho roztoku (11) do 100ml odmérnych banék podle tabulky 1. Do kazdé
banky se ptida 0,5 ml koncentrované kyseliny dusi¢né (5) a roztoky se doplni kyselinou
chlorovodikovou (8) po znacku.

Tabulka 1. Pfiprava standardnich kalibraé¢nich roztoku
Pipetovany objem roztoku (11) (ml) 0 1 2 5 10 20

Koncentrace Se (ug/l) 0 1 2 5 10 20

5.3 Postup méreni

Pfed zacatkem mcfeni se pfistroj optimalizuje na maximalni citlivost podle doporuceni
vyrobce. Nejprve se vyladi a testuje cely systém kapilar zmlzovanim vody (14), tzn. upravi
a nastavi se pritoky ¢inidel, nosného plynu a pfitlaky hadi¢ek. Po zapnuti a nazhaveni lampy
se plamenovy hotak nebo elektricka picka nastavi do optické drahy tak, aby prichod paprsku
ze zdroje zafeni pies kiemennou trubici byl maximalni.

Priklad podminek méfeni pro spektrometr SpecrAA300 Varian, hydridové zafizeni firmy
Labtech:

Selen se méfi pii vlnové délce 196 nm vymezené Stérbinou o optické Sifce 1 nm. Kfemenna
kyveta délky 15 cm je vyhifivana plamenem acetylen-vzduch na teplotu (900 —1000) °C.
Signal se integruje 8 s az 10 s po programové prodlevé 30 s od zacatku nasavani vzorku.
Pouziti korekce pozadi neni zapotiebi. Roztoky vzorkl se davkuji peristaltickou pumpou
do ptidavného zafizeni pro generaci hydridi rychlosti (7 — 10) ml vzorku/min. Soucasné
se do generatoru davkuje druhym kanalem peristaltické pumpy roztok tetrahydridoboritanu
sodného (3). Jakonosny plyn se pouzivd argon (13). Priitok nosného plynu se nastavi
na asi 300 ml/min. Pfed vlastnim méfenim se pro ustaveni rovnovahy v generatoru hydrida
nasava asi 3 min promyvaci roztok kyseliny chlorovodikové (8) a roztok tetrahydridoboritanu
sodného (3). Poté se n€kolikrat kratce nasaje malé mnozstvi nejvyssiho kalibra¢niho roztoku
stanovovaného prvku a znovu se nasava asi 3 min promyvaci roztok (8). Poté se postupné

v w7
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Koncentrace selenu se uré¢i z méfeného signalu absorbance vzorku s pouzitim kalibra¢ni
zavislosti stanovovaného prvku. Od takto ziskané koncentrace se odecte koncentrace prvku
ve slepém pokusu.

Poznamky

5

Hlavnimi interferenty stanoveni selenu metodou generovani hydridii jsou kovy Cu, Ni,
Fe, As, Sb, Bi, Ge, Ag, Hg, Sn. V pribéhu tvorby hydridit miize byt Fada téchto prvkii
redukovana az do elementarniho stavu a pri vyssich koncentracich ve vzorku zpiisobovat
vyznamné ruSeni. V tomto pripadé je nezbytné pro vyhodnoceni pouZit misto klasické
externi kalibrace metodu standardniho pridavku. Velmi kritickym prvkem je napr. méd,
ktera jiz pri koncentracich prevysujicich 1 mgll miize zpiisobit depresi siQndlu selenu.
Vysoké koncentrace médi nejsou V rostlinnych vzorcich prilis bézné, nicméné v pripadé
potreby lze pridat k mineralizatu vzorku maskujici cinidlo 1,10-phenantrolin. Roztok
1,10-phenantrolinu se pripravi rozpustenim 5 g monohydratu 1,10-phenantrolinu cistoty
p.a ve 100 ml vody (14) s pridavkem nékolika kapek koncentrované kyseliny
chlorovodikové (4) a doplnénim po znacku vodou (14), roztok se uchovava v lednici.
Pri pripravé je nutné rozpoustet chemikalii ve slabé kyselém prostredi, ve vode (14)
se velmi Spatné rozpousti.

Meéreni selenu v mineralizatech vzorkit se doporucuje realizovat v co nejkratsi dobé
po jejich priprave, nejlépe do 1 tydne po provedené mineralizaci.

Spravna funkce a vlastni stanoveni s pouzitim zarizeni pro generovani hydridiit miize byt
vyznamne ovlivnéno pritomnosti nekterych organickyCh latek nebo stop nékterych kovii.
Pokud dojde k vyraznému sniZeni citlivosti stanoveni vlivem kontaminace ze vzorkii,
je nutné vycistit kiemennou kyvetu hydridového systému. Pro Cisténi se velmi osvédcila
smeés 3 dilu koncentrované kyseliny fluorovodikové a 7 dilii koncentrované kyseliny
dusicné. Tato smés se nechd (5 — 10) min pusobit na vnitini povrch kifemenné kyvety.
Potom se kyveta nékolikrat dikladné proplachuje vodou (14). Pri cisteni se musi prisné
dodrzovat pravidla bezpecnosti prdace s kyselinou fluorovodikovou. Zejména je nutné
odvétravat pracovni prostor a pracovat s plastovym nadobim. Pro cisténi celého
systemu peristaltické pumpy, teflonovych kapilar a privodnich hadicek se také osvedcil
teply roztok lucavky kralovské, tj. 70 ml koncentrované kyseliny dusicné (5) a 200 ml
koncentrované kyseliny chlorovodikové (4) se ziedi vodou (14) na celkovy objem
1000 ml.

S ohledem na moznost kifizové kontaminace a vzdajemnych interferenci je nutné diisledné
pouzivat oddélené aparatury pro stanoveni ostatnich hydridotvornych prvkii (4s, Sb).
U aparatury pro kontinualni davkovani je vhodné pouzivat pro ostatni hydridotvorné
prvky kromé oddélené kremenné kyvety také samostatnou celou hydridovou aparaturu.
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9 Pro stanoveni hydridotvornych prvkii obecné je velmi vhodné pouzit bezelektrodové

6

vybojky (EDL lampy) jako zdroje zdreni, pokud to instrumentace AAS umozriuje. EDL
lampy jsou zvlaste vhodné pro lehce tékavé prvky s rezonancnimi carami ve vzdalené
UV oblasti spektra pod 220 nm (As, Se, Sb). Jejich pouziti znacné potlacuje Sum
pristroje, maji vetsi zivostnost oproti klasickym HCL vybojkam a umoziuji dosdhnout
vy$Si citlivosti stanoveni a lepsi linearity koncentracnich zavislosti. EDL lampu je nutné
nechat zhavit pred merenim asi 30 min, HCL lampu staci zhavit asi 10 min.

Vypocet a vyjadieni vysledki

Vysledny obsah selenu ve vzorku se vypocte podle vztahu

kde

X =(Cy-Cpg) xV/m x 1000

obsah selenu ve vzorku v mg/kg,

koncentrace selenu ve filtratu nebo extraktu v pug/l odectena z kalibra¢niho grafu,
koncentrace selenu v pg/1 v roztoku slepého pokusu,

hmotnost navazky vzorku v g,

celkovy objem filtratu nebo extraktu v ml.
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