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1 Nové postupy pro stanoveni polycyklickych aromatickych uhlovodiku

v potravinach

Polycyklické aromatické uhlovodiky (PAU) a jejich derivaty pfedstavuji vyznamnou skupinu
environmentalnich polutantd, které jsou uvolfiovany do prostfedi zejména v dlsledku antropogenni,
ale i neantropogenni &innosti. PAU jsou nachazeny ve vSech biotickych i abiotickych slozkach
Zivotniho prostfedi a to nejen v primyslovych oblastech, ale i v lokalitach velmi odlehlych od mista
emisnich zdrojl, coz mimo jiné svédc&i i o moznosti jejich transportu v atmosféfe na velké vzdalenosti.
Vzhledem ke karcinogennimu potencialu nékterych PAU je jejich vyskytu v Zivotnim prostfedi a
zejména jejich vyskytu v potravinach a krmivech, vénovana mimofadna pozornost (Haines and
Hendrickson 2009).

K primarni expozici ¢lovéka PAU dochazi zejména potravinami (napf. cerealie, oleje, morské plody
atd.), pfipadné vzduchem a pitnou vodou. Ke kontaminaci potravin pak dochazi zejména sorpci PAU
na plodiny z atmosféry, pady a zavlahové vody. DalSim zdrojem kontaminace potravin jsou
technologické a kulinarni postupy pouzivané pfi jejich Upravé, jako je napf. uzeni, grilovani, prazeni a
sudeni (Guillen et al 2011, EFSA 2008).

PAU jsou sledovany vcelé fadé potravinafskych a environmentalnich matric. Vzhledem
k biologické aktivité téchto latek je stanoveni PAU v potravinach obvykle provadéno na velmi nizkych
(stopovych) koncentraénich hladinach a vyzaduje pouzivani slozitych analytickych postupl i znaéné
zkudenosti a kvalifikaci analytika. Kompletni analyticky postup zahrnuje zpravidla tyto kroky:
vzorkovani, extrakci, precisténi, separaci, identifikaci, kvantifikaci a interpretaci/prezentaci vysledku.
Efektivnost celého procesu Ize ovlivnit zejména v technikach extrakce, precisténi a separace. Je nutno
zduraznit, ze jakakoli chyba je analytickym procesem pFenasena dale a je pfiCitana k chybam
ostatnim. Vzhledem k nizkym koncentracim kontaminantd pfitomnym v komplexni matrici byva

dosahovano relativné vysokych nejistot stanoveni (Guillen et al 2011).
1.1 Extrakéni techniky vyuzivané pro stanoveni PAU

V potravinach tvofi PAU vétSinou jen nepatrny podil a jejich kvantitativni pfevedeni do extrakéniho
¢inidla proto neni vzdy jednoduché a je provazeno ko-extrakci fady dalSich, interferujicich sloucenin.
PFi vybéru vhodné extrakéni techniky je nutné vzit v dvahu nékolik faktorl jako napf. rychlost a
ucinnost extrakce, investi¢ni a provozni naklady spojené s danou technikou a v neposledni fadé také
potencialni vliv pouZité metody, resp. extrakéniho &inidla, na Zivotni prostfedi. PouZiti G&inné a
relativné rychlé extrakéni techniky dosahujici vysoké vytéznosti je jednim z hlavnich pfedpokladd pro
dobrou kvantifikaci analyt(.

V poslednich nékolika desetiletich bylo publikovano mnoho metod pro stanoveni PAU
v potravinach. Mezi €asto pouzivané izolaéni techniky pfi stanoveni PAU v potravinach a plodinach
patfi extrakce podle Soxhleta, ktera se pouziva zejména pro izolaci PAU z potravin s vysokym
podilem lipidG (maso, ryby, syr aj.) (Araki et al 2001, Fiedler et al 2002, Al-Omair and Helaleh 2004,
Bordajandi et al 2004, Janska et al 2005, Wenzl et al 2006, Zohair et al 2006, Jie et al 2007, Al-
Rashdan et al 2010, Plaza-Bolanosa et al 2010, Ashraf and Salam 2012, Essumang et al 2012,




1 Nové postupy pro stanoveni polycyklickych aromatickych uhlovodik(l v potravinach

Farhadian et al 2012), extrakce podporena ultrazvukem (sonikace, USE - ultra sound extraction)
(Nieva-Cano et al 2001, Lin and Zhu 2004, Rey-Salgueiro et al 2009, Plaza-Bolafosa et al 2010,
Tadeo JL et al. 2010, Yua et al 2012, ), extrakce kapalinou za zvySeného tlaku (PLE — pressurized
liquid extraction) (Wang et al 1999, Kim et al 2003, Jira 2004, Martinez et al 2004, Janska et al 2005,
Houessou et al 2006, Veyrand et al 2007, Djinovic et al 2008, Plaza-Bolafiosa et al 2010), extrakce
pomoci mikrovin (MAE — microwave assisted extraction) (Navarro et al 2006, Pena et al 2006, Purcaro
et al 2009, Ramalhosa et al 2012) a superkriticka fluidni extrakce (SFE — supercritical fluid extraction)
(Moret et al 2004, Lage et al 2005). Pouzitim semi-automatizovanych extrakénich technik (PLE, SFE a
MAE) bylo dosazeno vyrazného snizeni doby extrakce a objemu pouzitych rozpoustédel oproti bézné
pouzivané extrakci v Soxhletové aparature. Navic muze byt u¢innost PLE zvySena pfidanim sorbentu
(silikagel, florisil nebo oxid hlinity) pfimo do extrakéni cely, na kterém se béhem extrakce zadrzuji
nékteré matricni ko-extrakty (napf. lipidy) a tim dochazi k precisténi primarniho extraktu pfimo pfi
extrakci. Timto zplsobem Ize dosahnout vétsi selektivity extrakce a v dusledku toho i vyrazné ¢asové
uspory (Veyrand et al 2007, Lund et al 2009, Plaza-Bolafiosa et al 2010,).

V soucasné dobé se pro extrakci PAU z potravin nejrychleji rozSifuje pouziti metody QUEChERS
(Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, and Safe). Jedna se o velice rychlou metodu, kterou je
mozné pomérné jednoduSe a bez naroku na drahé laboratorni vybaveni provést extrakci a precisténi
v jednom kroku. Tato metoda byla plivodné vyvinuta pro stanoveni pesticidd v matricich s vysokym
obsahem vody a nizkym obsahem tuku (Anastassiades et al 2003). Principem metody je prestup
analytl do organického rozpoustédla z vodného prostfedi vzorku (pro zvySeni iontové sily a snizeni
rozpustnosti nepolarnich analytli ve vodném prostfedi je mozné pfidat bezvody siran hofecnaty
(MgSO, jako desikator) a chlorid sodny (NaCl)). Organicka Cast je nasledné odebrana pro dalSi
analyzu. Tato metoda ma oproti tradi¢nim technikam mnoho vyhod, jako je napfiklad vysoka efektivita,
nizka spotfeba rozpoustédel a eliminace pouzivani chlorovanych rozpoustédel (napf. chloroformu,
dichlormethanu), které byly tradi¢né pro PAU vyuzZivany. Do soucasné doby byla metoda QUEChERS
testovana pro extrakci PAU z rdznych potravin a environmentalnich materiald bud ve své puvodni
podobé nebo po ¢asteéné modifikaci (zména extrakéniho rozpoustédla, mnozstvi a druh(l pouzitych
soli atd.) (Ramalhosa et al 2009, Shelly and Perman 2010, Forsberg et al 2011, Kalachova et al
2011Angioni et al 2012, Drabova et al 2012, Gratz et al 2012, Johnson 2012, Kao et al 2012).

1.2 Odstranéni interferujicich slou¢enin

Pfi analyze sloZitych matric, jakymi potraviny jsou, je spolu s cilovymi analyty ¢asto ko-izolovana
fada dalSich komponent obsazenych ve vySetfovaném vzorku. Jejich mira a zastoupeni jsou
podminény jak charakterem pouzitého extrakéniho rozpoustédla, tak pouzitou izolac¢ni technikou.
V biotickych vzorcich rostlinného plvodu se jedna zejména o rlizné prirodni pigmenty (karotenoidy,
chlorofyly apod.), oleje, vosky ¢i silice, u zivo¢iSnych materiall jsou to zejména tuky, steroly aj..
Uginné odstranéni zminénych latek, které mohou negativnim zpUsobem ovlivnit identifikaci a
kvantifikaci PAU, je vyznamnym pfedpokladem pro dosazeni spolehlivych vysledku.

Pro odstranéni interferujicich slou€enin z primarnich extraktl se vyuziva zejména techniky gelové

permeacni chromatografie (GPC) s gely na bazi kopolymeru styrenu a divinylbenzenu, pfedevsim tzv.
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fada BioBeads® s oznadenim S-X3, S-X8 a dale gel XAD-2 a Envirosep ABC, provozované
v kombinaci s rlznymi mobilnimi fazemi (dichlormethan, dichlormethan-n-hexane, chloroform,
cyclohexan-ethylacetat) a geometrii kolon (Ballesteros et al 2006, Navarro et al 2006, Jie et al 2007,
Suchanova et al 2008, Drabova et al 2011) a dale adsorpéni chromatografie (SPE), kde mezi nejvice
pouzivané sorbenty patfi silikagel, florisil oxid hlinity, Cg a C15 pozivané jako stacionarni faze za vyuziti
eluénich c¢inidel (napf. cyklohexan, n-hexan, ethylacetat) arGznych smési rozpoustédel (napfr.
dichlormethan-n-hexane, n-hexane-toluene) jako mobilni faze (Grova et al 2002, Moret and Conte
2002, Barranco et al 2003, Al-Omair et al 2004, Anastasio et al 2004, Bogusz et al., 2004; Guillén et al
2004, Lin et al 2004, Anyakora et al 2005, Garcia-Falcon et al 2005, Lutz et al 2006, Navarro et al
2006, Pensado et al 2006, Zohair et al 2006, Luo et al 2007, Rey-Salgueiro et al 2009, Ehrenhauser et
al 2010, Gratz et al 2011, Belo et al 2012).

Dalsi moznost predstavuje vyuziti techniky extrakce na tuhou fazi (SPE) za vyuziti molekularné
vtisténych polymer( (MIPs - Molecularly Imprinted Polymers) jako stacionarni faze (Krumpadam et al
2010). MIP je precistovaci metoda zaloZzena na zachyceni analytt na ukotveném polymernim nosici.
Nasledné jsou analyty zpétné desorbovany. Diky tomu, Ze polymery jsou vyrabény za pomoci vzorové
molekuly cilené pro jednotlivé analyty, je sorpce velmi selektivni. Teoreticky Ize tuto metodu vyuzit pro
Siroké spektrum analytl, problémem vsSak je pfiprava specifického polymeru (polymer kyseliny
metakrylové, zesitnény dimethylakrylatem ethylenglykolu). Aplikace téchto syntetickych polymer(
umoznuje nejen pre-koncentraci a ¢isténi vzorku, ale také selektivni extrakci cilovych analyta (Ho et al
2010, Drabova et al 2012, Application Note 192).

Dalsi v souCasné dobé velmi rozSifenou metodou pro precisténi extraktu je disperzni extrakce na
tuhou fazi (d-SPE) (Cai et al 2012). Tato jednoducha a rychlé metoda se pouziva hlavné pro precisténi
po extrakci metodou QUEChERS. Pro pfecisténi jsou nejCastéji pouzivany sorbenty primarni-

sekundarni amin (PSA) a Cyga jejich smési.
1.3 Techniky pouzivané pro separaci a stanoveni PAU

Dfive se jako bé&zna instrumentalni technika vyuZivala vysokou&innéd kapalinova chromatografie
(HPLC) s fluorescenénim detektorem (FLD) (Nieva-Cano et al 2001, Moret and Conte 2002, Weillhaar
2002, Barranco et al 2003, Camargo and Toledo 2003, Kishikawa et al 2003, Anastasio et al 2004,
Barranco et al 2004, Bogusz et al 2004, Bordajandi et al 2004, Janska et al 2004, Lai et al 2004,
Pandey et al 2004, Garcia-Falcon et al 2005, Gomes-Zuin et al 2005, Houessou et al 2005, Lage et al
2005, Pensado et al 2005, Ramalhosa et al 2005, Houessou et al 2006, Pena et al 2006, Luo et al
2007, Perugini et al 2007, Tfouni et al 2007, Vit a et al 2007, Suchanova et al 2008, Windal et al 2008,
Danyi et al 2009, Purcaro et al 2009, Rey-Salgueiro et al 2009, Wolska et al 2009, Serpe et al 2010,
German-Hernandez et al 2011, Janoszka 2011), UV detektorem (Chen et al 1996, Chiu et al 1997, Lin
et al 2004,Houessou et al 2006, Dost and Ideli 2012) nebo, v ojedinélych pfipadech, hmotnostné-
spektrometrickym (MS) (Hollosi et al 2011). K separaci jednotlivych analytd jsou pouzivany kolony
s reverzni fazi Ci polymerni fazi dedikovanou specialné pro separaci PAU o délce 15 — 25 cm a

vnitinim prdméru 3 — 4,6 mm, plnéné ¢asticemi o prdmeéru 3 — 5 pm.
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Vzhledem k Upravé seznamu sledovanych PAU (seznam zvefejnény EK v roce 20057?), kde
jsou zahrnuty i analyty, které nefluoreskuji (napf. cyclopenta[c,d]pyrene), byla HPLC postupné
nahrazovana plynovou chromatografii (GC). Dfive se kapilarni GC obvykle pouzivala pfedevSim ve
spojeni s plamenové ionizac¢ni detekci (FID) (Cai et al 2009, Tadeo et al 2010, Wretling et al 2010).
Vzhledem k malé selektivité a nizké citlivosti FID, je v souasné dobé& téméi nezbytné vyuZiti
hmotnostné—spektrometrického detektoru (MSD)(Chen et al 1997, Chiu et al 1997, Wang et al 1999,
Mottier et al 2000, Araki et al 2001, Fiedler et al 2002, Grova et al 2002, Guillen et al 2002, Al-Omair
et al 2004, Guillen et al 2004, Jira 2004, Martinez et al 2004, Anyakora et al 2005, Diletti et al 2005,
Vichi et al. 2005, Arrebola et al 2006, Gomes Zuin et al 2006, Lutz et al 2006, Navarro 2006, Poster et
al 2006, Zohair et al 2006, Aguinaga et al 2007, Jie et al 2007, Martin et al 2007, Purcaro et al 2007,
Rodil 2007, Veyrand et al 2007, Vichi 2007, Aguinaga et al 2008, Djinovic 2008, Ziegenhals K et al.
2008, Orecchio et al 2009, Wang et al 2010) a velmi ¢asto i v tandemovém uspofadani (GC-MS/MS)
(Nieva-Cano et al 2005, Arrebola et al 2006, Ballestros et al 2006, Houessou et al 2006Veyrand et al
2007, Ehrenhauser et al 2010), coz umozriuje za vhodné zvolenych podminek (kolona, teplotni
program) stanoveni i tézkych“ vysokomolekuldrnich PAU vyskytujicich se na stopovych
koncentracich. V soucasné dobé je GC-MS Siroce uzivanou chromatografickou technikou na
kapilarnich kolonach s vnitinimi priméry v rozmezi 0,2 — 0,32 mm, s délkou mezi 25 az 60 m a
tloustkou filmu stacionarni faze (obvykle na bazi fenylmethylpolysiloxanu s 5 a 35 % obsahem fenylu
nebo se 100 % obsahem dimethylpolysiloxanu) 0,1 — 0,25 pm. Jeji vyhodou je vyborna separace
analytl a pomérné nizké detekéni limity (Poster et al 2006).

Jednou z velice modernich metod pouzivanych pro stanoveni PAU je dvoudimenzionalni
plynova chromatografie (GCxGC) (Purcaro et al 2007) ve spojeni s hmotnostni detekci
s analyzatorem doby letu (TOF - Time-of-Flight) (Manzano et al 2012, Pena-Abaurrea et al 2012).
Tato technika je zaloZzena na separaci latek postupné& na dvou kolonach, liSicich se svou selektivitou.
Eluent z prvni, ,klasické® nepolarni kolony je pomoci modulatoru kryogenicky zadrZzen, zaostfen
a postupné davkovan na druhou kolonu, ktera je polarni a dlouha fadové jen 1,5 metru. Separace na
druhé koloné je vyrazné kratSi (fddové nékolik sekund oproti separaci na prvni koloné&, ktera trva
fadové nékolik desitek minut). Metoda vyzaduje detektor s vysokou frekvenci akvizice signalu a vyuziti
se zde nachazi pro hmotnostni detektor typu TOF. Vyhodou vyuziti dvourozmérné chromatografie je
zvyseni kapacity pikd, zvySeni citlivosti, lepSi oddéleni ko-extraktl a v neposledni fadé moznost tvorby
strukturovanych chromatogramu. Nevyhodou mize byt nedostateéna separace isomeru, napfiklad
B[b]F, B[jJF a B[K]F, které se pfi nevhodné optimalizaci modulace mohou dostat na druhou kolonu
spoleéné a nemusi byt v druhé dimenzi dostateCné rozdéleny (Poster et al 2006, Kalachova et al
2012).
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Mozné variace v oblasti nejistoty pro stanoveni PAU v komplexnich biotickych
matricich

Kazdé mérfeni je zatizeno urcitou chybou, proto Zadnym méfenim neziskdme spravnou hodnotu
mérené veliCiny. Méfenim se pouze pfiblizime k pravé hodnoté. Nejistota méfeni je definovana jako
parametr pfidruzeny k vysledku méfeni, ktery charakterizuje rozptyleni hodnot, které mohou byt
divodné pfisuzovany k mérené veli¢iné. Timto parametrem muze byt napf. smérodatna odchylka
(nebo jeji nasobek) nebo Sifka intervalu spolehlivosti. VySe uvedena definice znamena tedy nutnost
provést kvalifikovany odhad intervalu hodnot okolo primérného vysledku méfeni, o kterém se
domnivame, Ze zahrnuje pravou hodnotu méfené veliCiny s pfedem zvolenou pravdépodobnosti
(obvykle 95%). Nalezeni kritickych krokG metody je jednim z divodu provadéni odhadu nejistoty
analytického postupu. Dalsim ddvodem je moznost posouzeni validity ziskanych vysledk( a tim jejich
vhodné interpretace, pfipadné posouzeni shody se specifikaci, napf. legislativnimi limity. Zvlasté
posledni davod je dllezity pfi stanoveni PAU pro rozhodnuti zda vysledek analyzy splfiuje ¢i nesplriuje
maximalni limity pro sledované analyty (.Ellison et al. 2000, ISO 21748:2004, Magnusson et al 2003)

Jednotlivé kroky pfi odhadovani nejistoty méfeni Ize shrnout do nasledujicich bodu:

1. Specifikace méfené veliCiny (tzn. co se bude méfit, vztahy mezi méfenou veliinou a
vstupnimi parametry apod.),
Identifikace potencialnich zdrojl nejistot,
Kvantifikace jednotlivych slozek nejistoty,

Vypocet kombinované nejistoty.
V praxi muze pochazet nejistota vysledkd z mnoha zdrojd, mezi které Ize zahrnout napf.:

e Vzorkovani (hahodné rozdily mezi vzorky, systematické odchylky pfi vzorkovani),

e Podminky skladovani a manipulace se vzorkem (v&etné pre-analytické upravy),

e Vlivy prostfedi (sekundarni kontaminace &i naopak ztraty analytd)

e Vlivy pfistroju,

o Cistota pouzivanych chemikalii (vliv &istoty referenénich materiald apod.),

e Podminky méfeni (vliv teploty na objem odmérného skla apod.),

e Vlivy vzorkd (slozeni matrice, stabilita vzorku, vliv pfidavku standardniho roztoku na
vytéznost),

¢ Vlivy vypoctu (volba kalibraéniho modelu, zanedbani platnych ¢&islic a zaokrouhlovani),

e Korekce na slepy pokus (nejistota hodnoty slepého pokusu, pfiméfenost korekce na slepy
pokus),

o Vlivy operatora (systematicky niz8i nebo vy3Si odeditani méfidla nebo stupnice, mozZnost
mirné odliSného interpretovani metody),

o Nahodné vlivy.
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V pfipadé, Ze jsou zdroje nejistoty jednotlivych Casti analytického postupu identifikovany, je dalSim

krokem kvantitativni uréeni pfispévkl nejistot pochazejici z téchto zdroju. Mezi zakladni principy, na

zakladé kterych Ize kvantifikovat tyto pfispévky, se fadi:

Experimentalni prace laboratofe provadéjici analyzy

Vyuziti vysledkd méfeni referenénich materiald,

Vyuziti dat a vysledkU z pfedchozi prace laboratofe nebo jiné instituce,

Odhad vychazejici z jinych vysledk nebo udaji (napf. z informaci od dodavatelu),
Modelovani na zakladé teoretickych princip(,

Usudek analytika zaloZeny na zku$enosti.

Kvantitativniho vyjadfeni celkové nejistoty Ize poté dosahnout dvéma postupy:

Pfimym stanovenim kombinovanych prispévkl nejistoty vysledk( s vyuZzitim ddaja o
vykonnosti metody tzv. ,top - down* (“shora - dold”). Vzhledem k tomu, Ze pouze maly pocet
moznych zdrojl nejistoty vyznamné pfispiva k celkové nejistoté, komponenty, zdroje nejistoty
které jsou vice nez tfi az Ctyfi krat menSi nez nejvétsi polozka Ize obvykle zanedbat. Na
zakladé normy ISO 21748:2004, pouze nejvyznamnéjSi pFispévky nejistoty, tj. vytéznost
analytického postupu, opakovatelnost analyzy a Cistota kalibracnich standardd staci pouzit
k vypoctu celkové nejistoty postupem "top - down". Obecné plati, Ze "top - down" predstavuje

jednodussi, i kdyz ne tak rozsahly pfistup k odhadu nejistoty ve srovnani s postupem ,bottom -

up”“.
Vyhodnocenim nejistot pochazejicich z kazdého jednotlivého zdroje a dale jejich slou€enim
tzv. ,bottom - up“ (“zdola - nahoru”) (Ellison et al. 2000) Tento pfistup, ktery je pomérné
jsou nevyznamné a lze je zanedbat. Proces celkového vypoctu nejistoty je znazornén na
Obrazku 1, kde je analyticky postup rozdélen do specifickych blok{ reprezentujicich jednotlivé

kroky.

V praxi je obvykle nutné a vyhodné kombinovani obou pfistupu.
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Obrazek 1 Obecné schéma vypoltu nejistoty postupem ,bottom - up® (symbol o pFedstavuje
rozptyleni hodnot jednotlivych krokd analytického postupu slozeného ze systematické a nahodné
chyby) (Janska et al 2006)

Pfi odhadu celkové nejistoty je vZzdy nezbytné uvazit kazdy zdroj nejistoty a vyhodnotit oddélené
pfispévek z tohoto zdroje. Zdroje nejistoty Ize v podstaté rozdélit na dva typy, nahodné efekty (zjisti se
méfenim rozptylu) a pFispévky jednotlivych systematickych chyb (provede se intervalovy odhad).
Kazdy zdilCich pfispévkd k nejistoté je nazyvan slozkou nejistoty. Je-li vyjadfena ve formé

smérodatné odchylky, hovofime o standardni nejistoté.
Odhad standardnich nejistot se provede podle uvedenych vztah(:”

1. Veli€ina s rektangularnim rozdélenim (Sife intervalu 2a)
ux)=al 3

2. Veli¢ina s normalnim rozdélenim (pro Sifi intervalu spolehlivosti L1,2 = 40)




MozZné variace v oblasti nejistoty pro stanoveni PAU v komplexnich biotickych matricich

U(Xi) = Syi
kde s,;je smérodatna odchylka.

Celkovou nejistotu vysledku méreni y Ize pak vyjadfit jako kombinovanou standardni nejistotu,
uc(y). Je rovna odhadu smérodatné odchylky, tedy hodnoté druhé odmocniny rozptylu (%), ziskaného
slou¢enim v8ech sloZek nejistoty (ziskanych jakymkoliv zplsobem) existujicich ve vSech fazich

metody s pouZitim zakona o Sifeni nejistot.

Po odhadu jednotlivych slozek nejistoty nebo jejich skupin a jejich vyjadieni ve formé smérodatnych
odchylek Ize tedy provést vypoCet kombinované standardni nejistoty. Obecnym vztahem mezi
kombinovanou standardni nejistotou u.(y) hodnoty y a nejistotami navzajem nezavislych parametrd x,

Xo,...., Xy NA Nichz zavisi, je

Ue(Y(X1.Xz,-..)) = J,Zcfu(xi)z = \/Zu(y,xi)z

Kde y(xi, Xs...) je funkci nékolika proménnych , xi, X,...., C; je citlivostni koeficient vypocteny jako
¢;=0x/0x;, parcialni diferencial y podle x; a u(y,x) je nejistota z pochazejici z nejistoty x;. Pfispévek
kazdé proménné u(y, x;) je pak ctvercem pfidruzené nejistoty vyjadiené ve formé smérodatné
odchylky nasobeny ¢tvercem prislusného citlivostniho koeficientu. Tyto citlivostni koeficienty vyjadfuji,
jak se méni hodnota z se zménou parametri x;, x, atd (EURACHEM-CITAC, Ellison et al. 2000,
Janska et al 2006).

Pro vétSinu pfipadld v analytické chemii lze pouzit rozSifenou nejistotu U. RozSifena nejistota je
interval o kterém lze pfedpokladat, ze se v ném naléza hodnota méfené veli€iny na vyssi urovni
spolehlivosti. Hodnota rozsifené nejistoty U se ziska vynasobenim standardni kombinované nejistoty
uc(y) koeficientem rozSifeni k. Volba koeficientu k zavisi na pozadované hladiné spolehlivosti, pro
standardné& pouzivanou hladinu spolehlivosti a=0,05 (95% pravdépodobnost) je koeficient k = 2
(Janska et al 2006).
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