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Pfiloha €.1 ukolu €.

VII/5/06 PRM 2006

1.1 Hlavni cile ukolu:

V soucCasneé evropskeé legislativé, ktera prechazi do legislativy Ceské, jsou dvé oblasti
zvySeného zajmu o spravné meéfici postupy, které poskytuji spolehlivé vysledky:
analyza pitné vody (Water directive 2000/60/EC) a analyza kontaminant(
v potravinach (96/23/EC, 2002/657/EC). Na zakladé vysledkd méfeni (vysledek =
hodnota mérené veliCiny + nejistota) je mozno Cinit zavéry o shodé vlastnosti méreni
objektd s pravnimi. Oblasti pouziti tohoto projektu Ize zobecnit na jakoukoli oblast, ve
které se vysledky méfeni interpretuji podle legislativnich pozadavku Je proto tieba
vytvofit soubor schémat méfeni, které budou vykazovat nejlépe odhadnutou nejistotu
mérfeni a budou spoluvytvaret schéma navaznosti vysledkd ve zminénych oblastech
méreni.

Metrologicka a zku$ebni aboratof VSCHT (dale MZL) je pfidruZzenou laboratofi
CMI, je uvedena v databazi CIPM MRA a splfiuje podminky EUROMETu tykajici se
systému jakosti. Je rovnéz jedinou laboratofi v CR, ktera je schopna zastupovat CMI
v oblastech Metrologie v chemii i na mezinarodnim féru. MZL VSCHT ma vysokou
védeckou uroven v oblasti Metrologie v chemii a disponuje vysoce kvalitnimi lidskymi
zdroji.

Hlavni cile pfedkladaného ukolu, resp. Obsahova struktura projektu pro rok 2006, se
daji shrnout do téchto bodu:

Obsahova struktura projektu pro rok 2006

1. Vytvoreni méficich schémat a postupl pro stanoveni pesticidi v biotickych
matricich, rozpocet nejistot

2. Vytvoreni méficich schémat a postupl pro stanoveni nékterych
karcinogennich latek v biotickych matricich (polyaromatické uhlovodiky)

3. Vytvofeni méficich postupl pro stanoveni nékterych kovl v biotickych a
biotickych matricich (rtut, méd, olovo, kadmium, arsen, selen)

4. Vytvofeni zavazné metodické prirucky pro interpretaci vysledka pfi
rozhodovacich procesech (garance CMI)

Vysledkem projektu by byla vétSi verohodnost pfidruzene laboratore CMI mezi
Ceskymi laboratofemi a samoziejmé i vétsi vaha CMI v Metrologii v chemii.

Projekt predpoklada dlouhodobéjsi feSeni, v jehoz ramci budou v roce 2006 feSeny
tyto hlavni ukoly:



1. Vytvofeni metrologicky spravnych meéficich schémat pro stanoveni
nékterych kovu v potravinach — zacatek experimentalnich praci, stanoveni
kovu v Cistych kalibragnich roztocich a CMC

2. Vytvoreni metrologicky spravnych méficich schémat pro stanoveni residui
pesticidd v potravinach s ohledem na soucasnou evropskou legislativu
(neustale se ménici) — zaCatek experimentalnich praci v oblasti
nepolarnich a stfedné polarnich pesticidi stanovitelnych GC-MS

3. Vytvofeni metrologicky spravnych méficich schémat pro stanoveni
nékterych karcinogennich latek v biotickych matricich — Zzacatek
experimentalnich praci, stanoveni polyaromatickych uhlovodikd v Cistych
roztocich a CMC

4. Zpracovani podkladd pro vytvofeni zavazné metodické pfirucky pro
interpretaci vysledku pfi rozhodovacich procesech

1.2 Objektivné ovéritelné vysledky reseni ukolu:

ad 1) Validaéni protokol, schéma méficiho postupu ICP-MS, schéma navaznosti pro
Cisté roztoky kovu (kalibraéni roztoky), rozpocet nejistot - CMC

ad 2) Prehled pravnich predpisu, ReSerse stanoveni residui pesticidl a zhodnoceni
zkuSenosti s méficimi schématy v EU, Validacni protokol, Spravna méfici schémata,
schéma navaznosti, rozpocet nejistot

ad 3) Prehled pravnich predpisu, ReSerSe stanoveni PAH, Valida¢ni protokol pro
Cisté roztoky PAH, Spravna méfici schémata, schéma navaznosti, rozpocet nejistot —

CMC

ad 4) ReSerSe postupu pro interpretaci vysledkd pro rozhodovaci procesy

1.3 Zpusob ovéreni: (uvést neopomenutelné ucastniky):

Oponentura dil&i a zavére&né zpravy za ugasti pracovnikil UNMZ a CMI

1.4 Navrhovani oponenti ukolu (minimalné 2, podléhaji
odsouhlaseni zadavatelem ukolu):

Ing. Petr Cuhra, CSc., Statni zemédélska a potravinarska inspekce

Ing. Jan Tichy, CMI

2.1 Dilci cile nezbytné k dosazeni hlavnich cilti ukolu (l. etapa
reseni) :

Prehled | pravnich predpisu pro oblast potravin



ReSerse postupu pro interpretaci vysledkl pro rozhodovaci procesy

2.2 Objektivné ovéritelné ukazatele dil€ich cilu

zprava, obsahujici pfehled legislativy, schémata navaznosti a reSersi pro interpretaci
vysledku

2.3 Zpusob ovéreni dil€ich cila

dil¢i oponentura

3. Kalkulace ukolu (rozpis nakladu) pro rok 2006:

Material (rozpoustédla, CRM, argon, plyny) 80 000
Cestovneé 40 000
Mzdové prostfedky 96 360
Naklady na oponenturu 2 000

Rezie VSCHT 84 048
Soc. a zdr. pojisténi 33726
DPH (19%) 63 866

Celkem 400 000 K¢

4. Podil statu na financovani ukolu (v %): 100

5. Praktické vyuziti vysledk reSeni:

Ve vSech méfenich a rozhodovacich procesech pro legalni ucely

6. Spoluresitelé ukolu (uvést rozsah spoluprace-vécny, finanéni):
Pracovnici Metrologické a zku$ebni laboratofe VSCHT

7. Naroky na zahrani€ni cesty (stat, organizace, délka pobytu,
finanéni naroky):

Metrologicky kongres. Israel. CITAC, 7 dni, 40.000 K&

8. Prohlasujeme, Zze nase organizace souc¢asné nenarokovala, resp. nema
prislibeny finanéni prostredky na reSeni ukolu ze statniho rozpoctu
prostrednictvim jiného organu statni spravy, popf. nevyuzila jiné, duplicitni
cesty k financovani navrhovaného ukolu.



Nazev, adresa, razitko a podpis statutarniho zastupce:

VSCHT Praha. Technicka 5, 166 28 Praha 6; prorektorka Prof. Ing. Jitka
Moravcova,CSc.



Uvod k feseni projektu

Reseni Ukolu v Programu rozvoje metrologie 2006 je tvofen pfilohami, jejichZ
obsahem je feSeni dilCich ukolu v zadani projektu.

Pfiloha | obsahuje navrh méficich schémat pro nékteré kovy. Cilem dil¢iho ukolu
bylo navrhnout a experimentalné ovéfit moznosti stanoveni CMC pro vybrané kovy
tak, aby , pfidruzena laborator VSCHT mohla ovéfit kalibraéni standardni roztoky
Ceskych producentt (napf. fy Analytika) a navrhnout tyto CMC do databaze CIPM
MRA.

Priloha Il obsahuje pFehled legislativy v oblasti stanoveni pesticidd a poly-
aromatickych uhlovodik(l v nékterych biotickych matricich, napf. potravinach a
krmivech.

Vigviv s

dale pak aplikaci stanoveni v potravinach, konkrétné v jablkach. Tato ¢ast prekracuje
ramec zadani a mulze byt pouzita jako dobra startovni pozice pfi pfipadném
pokraCovani tohoto ukolu v pfistim roce.

Priloha IV obsahuje pojednani o moznostech stanoveni PAU v Cistych roztocich
s aplikaci na potraviny a biotické matrice.

V priloze V je uvedena presentace prehledu moznosti rozhodovani pro legalni ucely.
Tato ¢ast mlze byt chapana i jako publikaéni vystup projektu.

V dalSich Castech je uvedena cestovni zprava z cesty na 3. metrologicky kongres
v Tel Avivu, kde byly presentovany odpoveédnym feSitelem dvé prednasky, z nichz
jedna je uvedena v pfiloze IV. V posledni €asti zpravy tohoto projektu je uvedeno
vyuétovani pomoci oficialniho formulaie VSCHT.




Priloha |
Schéma meériciho postupu pro kovy

10



2 Principmetody ICP-MS........oo e,

3 Priprava kalibracnich roztokl a zjisténi navaznosti..................
3.1 Postup vyuZivajici navazani na vysledky
metrologické autority..............cooii
3.2 Postup vyuzivajici navazani na vysledky primarni

4 Obecné zasady mefeni metodou ICP-MS.........................l.
4.1 Pfesnost méfeni signalu.............cooooiiiiiiiiiiiinnn,
4.2 Kalibrace. ..o
4.3 Metody korekce spektralnich interferenci....................
4.4 metody korekce nespektralnich interferenci................

5 Metody analyzy s externi kalibraci..........................oo,
5.1 P¥iklad standardniho operacniho postupu...................
5.2 Priklad valida¢niho protokolu.................ccooiiiinn,
5.3 0dhad nejistot..........oooiiiiii
5.4 Nejlepsi kalibracni schopnost..............cocoieiiiiiiinn .

6 Metoda izotopového zfedovani................cooiii
6.1 PrinCip @ VYPOCTY.....ovieieiii i

6.2 PFiprava izotopové obohacenych roztokl a
ZajiSténi NAvaznosti............oooiiiiii
6.3 Hlavni zasady méfeni izotopoveé zfedovaci metodou....
6.4 Odhad Nejistot.........cocvviiii
6.5 Nejlepsi kalibracni schopnost..............coooiiiiiiann .

11



STANOVENi PRVKU METODOU HMOTNOSTNi SPEKTROMETRIE
S INDUKCNE VAZANYM PLAZMATEM

1 Uvod

Hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem (ICP-MS) patfi v
souCasné dobé k nejdynamicCtéji se rozvijejicim technikam v prvkové analyze jak
biologickych, tak i jinych material(. Velice Siroké pole pUsobnosti tato metoda nalezla
také pfi analyze vod nebo Siroké palety geologickych, metalurgickych a jinych vzorkd.
K pfednostem ICP-MS patfi zejména velice nizké meze detekce Casto na
koncentraéni urovni jednotek ng/l a Siroky dynamicky rozsah pfesahujici az osm fadu
koncentraci. Metoda je také velice universalni: kromé inertnich plynd a nékolika
dalSich nekovu Ize stanovovat prakticky vSechny prvky periodické soustavy. Rozbor
vody metodou ICP-MS je obsahem navrhl ISO norem ISO/CD 17294 (Water quality
— Determination of 61 elements by inductively coupled plasma mass spectrometry) a
ISO/CD 17294-1 (Water quality — Application of inductively coupled plasma mass
spectrometry — Part 1: general guideline).

2 Princip metody ICP-MS

V nejbéznéjSim usporadani slouzi metoda k analyze kapalnych vzorkd. To
znamena, ze pevné vzorky je pred vlastni analyzou nutné prevést do roztoku.
Kapalny vzorek je ve zmlzovaci pfeveden na aerosol, ktery je vnasen do plasmového
vyboje udrzovaného vysokofrekvenénim elektromagnetickym polem v proudu
argonu. V plazmatu dojde k atomizaci vzorku a ionizaci atomU a vzniklé prevazné
jednonasobné kladné nabité ionty jsou z plazmatu vakuem extrahovany do vlastniho
hmotnostniho  spektrometru. V ném jsou nejprve separovany obvykle
v kvadrupdlovém analyzatoru délicim ionty podle jejich poméru hmotnosti a naboje a
poté je jejich mnozstvi detekovano vhodnym detektorem. Vysledkem je signal
méfeny v jednotkach cps (count per second), ktery je umérny koncentraci analytu
v puvodnim vzorku. Kvantitativni vyhodnoceni analyz se provadi €asto metodou
externi kalibrace, kdy je signal neznamého vzorku porovnan se sadou (bézné vsak
pouze s jednim) standardd. Pro metodu ICP-MS je navic charakteristické pouzivani
metody vnitfniho standardu. Do vzorku i do kalibraénich roztokl je pfidano stejné
mnozstvi prvku, ktery neni ve vzorku plvodné pfitomen a ktery se svym chovanim
podoba co nejvice analytu (bézné se pouzivaji napf. Bi, Eu, In, Sc, Y) a misto signalu
samotného analytu se méfi pomér signald analytu a vnitiniho standardu. Touto
metodou Ize do znacné miry eliminovat fadu nespektralnich interferenci. Dulezitou
kalibracni technikou je i izotopové zfedovani, které byva povazovano za primarni
metodu.

3 Priprava kalibra¢nich roztoka a zajiSténi navaznosti

Kvantitativni analyza metodou hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym
plazmatem provedena technikou externi kalibrace patfi z metrologického hlediska
mezi relativni méfici techniky, tedy metody zalozené na porovnani neznamého
vzorku se sadou kalibranich vzorkli o znamém obsahu. Pfedpoklada se, Ze rozdily
ve slozeni, formé& apod. mezi kalibraéni sadou a jednotlivymi vzorky maji
zanedbatelny vliv na vysledek méfeni (o tom, jak tyto podminky zaijistit viz nize).
Rutinni kalibraéni procedura vyuziva v tomto pfipadé roztoky pfipravené fedénim
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jednoprvkovych zakladnich roztokl (bézné nazyvané standardni roztoky). Tyto
roztoky si laboratofe mohou pfipravovat sami rozpousténim Cistych chemikalii, bézné
jsou vSak komer¢né dostupné roztoky fady vyrobcl a to v koncentracich obvykle 1
000 mg/l a 10 000 mg/l. Nékteré z nich mohou mit v zavislosti na postupu pfipravy i
statut certifikovaného referencniho materialu. ProtoZze neexistuji zadné narodni
etalony chemickych slou€enin a prvkd, standardni roztoky by mély byt navazany na
jednotku mol pomoci primarnich metod méfeni nebo by mély byt navazany na
roztoky pfipravované obecné uznavanou metrologickou autoritou. Pro pfipravu
standardnich roztoku tedy nestaci pouze navazit a rozpustit velice Cistou chemikalii,
ale koncentrace toho roztoku musi byt bezpodmineCné ovéfena a musi byt
stanovena také nejistota této koncentrace. Obecny postup pfipravy je zobrazen

vobr. 1
Hmotnost Cistalatka |, [Kontrola éistoty

Ovéreni:
,»primarni referenéni material*
primarni metoda

standardni
roztok

Obr. 1 Obecné schema pfipravy standardnich roztok

Z reSerSe v databazi COMAR (viz tabulka) vSak vyplyva, Zze fada vyrobcu téchto
roztokU vice méné provadi pouze pripravu roztokd z velmi Cistych chemikalii a krok
ovéfeni vynechava. Sporné je vydani certifikatu na opakovanou pfipravu roztokd,
které odporuje duchu ISO Guidu 35.

Vyrobce Pfiprava

NIST, USA gravimetricka pfiprava z Cistych kovu, vzajemné porovnani
vice Sarzi pomoci ICP-OES

Merck, SRN navazani na roztoky NIST

Analytika, CR pfiprava z ,primarnich latek” (?)

CERI, Japonsko neuvedeno

SMU, Slovensko pfiprava z Cistych kovu

GBW, Cina neuvedeno

CENAM, Mexiko neuvedeno

GUP, Rusko neuvedeno

GUM, Polsko neuvedeno
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3.1 Postup vyuzivajici navazani na vysledky metrologické autority

Mezi Siroce uznavané metrologické autority, které by mohly slouzit k navazani
dalSich standardnich roztokud, patfi National Institute of Standards and Technology
(NIST) ve Spojenych statech. Na tyto roztoky jsou navazany napf. standardni roztoky
firmy Merck. Jedna se o roztoky s udavanym hmotnostnim zlomkem na typické
hladiné 10 000 + 17 mg/kg. Vyhoda jejich aplikace spocCiva zejména v tom, ze
obsah prvku je udavan ve formé hmotnostniho zlomku, coZ umoznuje provadét dalSi
operace vazkové. Nabizeny jsou tyto roztoky:

3101a Aluminum Standard Solution
3102a Antimony Standard Solution
3103a Arsenic Standard Solution
3104a Barium Standard Solution

3106 Bismuth Standard Solution
3107 Boron Standard Solution
3108 Cadmium Standard Solution
3109a Calcium Standard Solution
3110 Cerium Standard Solution

3111a Cesium Standard Solution
3112a Chromium Standard Solution
3113 Cobalt Standard Solution
3114 Copper Standard Solution
3115a Dysprosium Standard Solution
3116a Erbium Standard Solution
3117a Europium Standard Solution
3118a Gadolinium Standard Solution
3119a Gallium Standard Solution
3120a Germanium Standard Solution
3121 Gold Standard Solution

3122 Hafnium Standard Solution
3123a Holmium Standard Solution
3124a Indium Standard Solution
3126a Iron Standard Solution

3127a Lanthanum Standard Solution
3128 Lead Standard Solution
3129a Lithium Standard Solution
3130a Lutetium Standard Solution
3131a Magnesium Standard Solution

3132 Manganese Standard Solution
3133 Mercury Standard Solution
3134 Molybdenum Standard Solution
3135a Neodymium Standard Solution
3136 Nickel Standard Solution

3137 Niobium Standard Solution
3138 Palladium Standard Solution
3140 Platinum Standard Solution

3141a Potassium Standard Solution
3142a Praseodymium Standard Solution
3143 Rhenium Standard Solution

3144 Rhodium Standard Solution
3145a Rubidium Standard Solution
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https://srmors.nist.gov/view_detail.cfm?srm=3101A%20
https://srmors.nist.gov/view_detail.cfm?srm=3102A%20
https://srmors.nist.gov/view_detail.cfm?srm=3103A%20
https://srmors.nist.gov/view_detail.cfm?srm=3104A%20
https://srmors.nist.gov/view_detail.cfm?srm=3106%20%20
https://srmors.nist.gov/view_detail.cfm?srm=3107%20%20
https://srmors.nist.gov/view_detail.cfm?srm=3108%20%20
https://srmors.nist.gov/view_detail.cfm?srm=3109A%20
https://srmors.nist.gov/view_detail.cfm?srm=3110%20%20
https://srmors.nist.gov/view_detail.cfm?srm=3111A%20
https://srmors.nist.gov/view_detail.cfm?srm=3112A%20
https://srmors.nist.gov/view_detail.cfm?srm=3113%20%20
https://srmors.nist.gov/view_detail.cfm?srm=3114%20%20
https://srmors.nist.gov/view_detail.cfm?srm=3115A%20
https://srmors.nist.gov/view_detail.cfm?srm=3116A%20
https://srmors.nist.gov/view_detail.cfm?srm=3117A%20
https://srmors.nist.gov/view_detail.cfm?srm=3118A%20
https://srmors.nist.gov/view_detail.cfm?srm=3119A%20
https://srmors.nist.gov/view_detail.cfm?srm=3120A%20
https://srmors.nist.gov/view_detail.cfm?srm=3121%20%20
https://srmors.nist.gov/view_detail.cfm?srm=3122%20%20
https://srmors.nist.gov/view_detail.cfm?srm=3123A%20
https://srmors.nist.gov/view_detail.cfm?srm=3124A%20
https://srmors.nist.gov/view_detail.cfm?srm=3126A%20
https://srmors.nist.gov/view_detail.cfm?srm=3127A%20
https://srmors.nist.gov/view_detail.cfm?srm=3128%20%20
https://srmors.nist.gov/view_detail.cfm?srm=3129A%20
https://srmors.nist.gov/view_detail.cfm?srm=3130A%20
https://srmors.nist.gov/view_detail.cfm?srm=3131A%20
https://srmors.nist.gov/view_detail.cfm?srm=3132%20%20
https://srmors.nist.gov/view_detail.cfm?srm=3133%20%20
https://srmors.nist.gov/view_detail.cfm?srm=3134%20%20
https://srmors.nist.gov/view_detail.cfm?srm=3135A%20
https://srmors.nist.gov/view_detail.cfm?srm=3136%20%20
https://srmors.nist.gov/view_detail.cfm?srm=3137%20%20
https://srmors.nist.gov/view_detail.cfm?srm=3138%20%20
https://srmors.nist.gov/view_detail.cfm?srm=3140%20%20
https://srmors.nist.gov/view_detail.cfm?srm=3141A%20
https://srmors.nist.gov/view_detail.cfm?srm=3142A%20
https://srmors.nist.gov/view_detail.cfm?srm=3143%20%20
https://srmors.nist.gov/view_detail.cfm?srm=3144%20%20
https://srmors.nist.gov/view_detail.cfm?srm=3145A%20

3147a Samarium Standard Solution
3148a Scandium Standard Solution

3149 Selenium Standard Solution
3150 Silicon Standard Solution
3151 Silver Standard Solution

3152a Sodium Standard Solution
3153a Strontium Standard Solution

3154 Sulfur Standard Solution
3155 Tantalum Standard Solution
3156 Tellurium Standard Solution
3157a Terbium Standard Solution
3158 Thallium Standard Solution
3159 Thorium Standard Solution

3160a Thulium Standard Solution
3161a Tin Standard Solution
3162a Titanium Standard Solution
3163 Tungsten Standard Solution
3164 Uranium Standard Solution
3165 Vanadium Standard Solution
3166a Ytterbium Standard Solution
3167a Yttrium Standard Solution
3168a Zinc Standard Solution

K porovnani testovaného roztoku a roztoku NIST je vhodné pouzit nékterou nepfilis
citivou instrumentalni metodu, vhodna je napf. opticka emisni spektrometrie
s induk&né vazanym plazmatem (ICP-OES). | tak se ale nelze vyhnout fedéni obou
roztokd.

3.2 Postup vyuzivajici navazani na vysledky primarni metody

Vhodnou primarni metodou pro ovéfovani koncentrace standardnich roztokd kovu je
gravimetricka analyza. Pfehled vhodnych metod je podan napf. v publikaci Jilek A.,
Kota J.: Vazkova analysa a elektroanalysa, dil Il, TVV, Praha 1951 a v fadé dalSich.
Vyslednou koncentraci daného prvku po(Me) [mg/l] ziskanou gravimetrickym
stanovenim lze vypocitat podle vztahu:

p(Me)=f-m -:L?/ﬂntAp(Me) (1)
kde f je gravimetricky faktor, V je pipetovany objem roztoku [ml] (pozor: pro
dosazeni vysSi spravnosti vysledkl je nutné kazdou pipetu pFfed pouzitim
zkalibrovat), m je hmotnost srazeniny a Ap(Me) je korekce na zbytkové mnozZstvi
kovu rozpusténé ve filtratu a promyvaci vodé. Ta se uri vhodnou metodou,napf.
atomovou absorpéni spektrometrii). Kombinovana nejistota jednotlivych vysledku
koncentraci se vypocte podle vztahu:

u(p(Me))=Jp2(Me){“(ff3 A

+u(Ap(Me))? 2)

Nejistota gravimetrického faktoru se urli z nejistot molarnich hmotnosti, odhad
nejistot vazeni a odmérovani objemu je zfejmy, relativni nejistotu korekce Ap(Me)
Ize odhadnou ze zkuSenosti s méfenim metodou AAS jako pfiblizné 2 %. | hruby
odhad nezatizi kone€nou kombinovanou nejistotu velkou chybou, protoze korekce
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https://srmors.nist.gov/view_detail.cfm?srm=3147A%20
https://srmors.nist.gov/view_detail.cfm?srm=3148A%20
https://srmors.nist.gov/view_detail.cfm?srm=3149%20%20
https://srmors.nist.gov/view_detail.cfm?srm=3150%20%20
https://srmors.nist.gov/view_detail.cfm?srm=3151%20%20
https://srmors.nist.gov/view_detail.cfm?srm=3152A%20
https://srmors.nist.gov/view_detail.cfm?srm=3153A%20
https://srmors.nist.gov/view_detail.cfm?srm=3154%20%20
https://srmors.nist.gov/view_detail.cfm?srm=3155%20%20
https://srmors.nist.gov/view_detail.cfm?srm=3156%20%20
https://srmors.nist.gov/view_detail.cfm?srm=3157A%20
https://srmors.nist.gov/view_detail.cfm?srm=3158%20%20
https://srmors.nist.gov/view_detail.cfm?srm=3159%20%20
https://srmors.nist.gov/view_detail.cfm?srm=3160A%20
https://srmors.nist.gov/view_detail.cfm?srm=3161A%20
https://srmors.nist.gov/view_detail.cfm?srm=3162A%20
https://srmors.nist.gov/view_detail.cfm?srm=3163%20%20
https://srmors.nist.gov/view_detail.cfm?srm=3164%20%20
https://srmors.nist.gov/view_detail.cfm?srm=3165%20%20
https://srmors.nist.gov/view_detail.cfm?srm=3166A%20
https://srmors.nist.gov/view_detail.cfm?srm=3167A%20
https://srmors.nist.gov/view_detail.cfm?srm=3168A%20

pFedstavuje méné nez 1 % z celkové koncentrace kovu. V laboratofich VSCHT byly
rozpousténim velmi Cistych kovu pfipraveny standardni roztoky nékterych kovd, jejich
prehled je uveden v nasledujici tabulce:

Kov |Hodnota Srazedlo Nalezena
vypocétena hodnota
Z navazky kovu
Cd 1 011 mgl/l chinaldinan sodny |1 012 + 1 mg/l
Cu 1 029 mg/I salicylaldoxim 1 030 + 1 mg/I
Ni 1 002 mg/I dimethyldioxim 1 002 + 1 mg/I
Pb 1 010 mg/l 8-hydroxychinolin |1 008 + 2 mg/l
T 1 017 mg/l chroman draselny |1 015 + 1 mg/I
Zn 1 010 mg/I chinaldinan sodny |1 008 + 1 mg/I
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4 Obecné zasady méreni metodou ICP-MS

4.1 Pfesnost méreni signalu
Metoda ICP-MS je charakteristicka vysokym dynamickym rozsahem. Tzv.
analytu, pfipadné limitu detekce metody (LDM), byva v rozmezi od 2 000 do 10 000.
Pro odhad smérodatné odchylky pfesnosti pro rizné koncentrace analytu plati
nasledujici pravidla (viz 1SO/CD 17294-1). Pro koncentrace vysSSi nez
padesatinasobek LDM je relativni smérodatna odchylka pfesnosti jiz konstantni, staci
proto urcit jeji hodnotu na jedné koncentracni urovni. Pro nizSi koncentrace plati
tento vztah:
5,(y<50- LDM) =~/ €DM/3- y I+ s,(y>50- LDM)’ 3)
Jednou z dulezitych slozek presnosti je opakovatelnost méfeni intenzity signalu.
Tu Ize do urcité miry ovlivnit volbou ¢asového prubéhu integrace signalu. Hodnotu
doby mérfeni na jedné hmotnosti béhem jednoho integracniho kroku (,dwell time*) je
doporu€ovano volit nizsi nez 100 ms a doplnit ji zvySenym poctem jednotlivych
integraCnich kroku (,sweep®). Vysoka frekvence vzorkovani signalu omezuje znacné
kratkodobé fluktuace zplsobené predevs§im zmlzovaCem, méfeni analytu a vnitfniho
standardu se stava vice simultannim. Pfi velmi kratkych hodnotach délky
integracniho kroku se viak opakovatelnost opét zhorSuje. Obrazek 2 ukazuje pfiklad
zavislosti relativni smérodatné odchylky (RSD) opakovatelnosti méfeni signalu
(roztok Cu 200 ng/ml, vnitfni standard In o koncentraci 100 ng/ml) na délce
integraCniho kroku. Celkovy integraéni ¢as byl ve vSech bodech shodny a mél
hodnotu 5 s.

4
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Obr. 2: Pfiklad zavislosti relativni smérodatné odchylky opakovatelnosti méfeni
signalu metodou ICP-MS na délce jednoho integracniho kroku.

Celkova doba integrace signalu pro jeden izotop postacuje okolo 1 s, pouze pro
prvky s nizsi citlivosti nebo detek&nim limitem (napf. As, Se, Cd a Hg) mlze byt tato
doba ponékud vysSi. Integraéni doba delSi nez 5 sjiZz nevede k podstatnému
ZlepSeni pFesnosti, viz obrazek 3 (analyzovan stejny roztok jako v predesiém
pfipadé). Odstup signalu od Sumu je také ovlivnén zpUsobem méfeni signalu,
k nejvy8Simu odstupu signalu od Sumu vede méfeni na vrcholu hmotnostniho piku
(,peak hopping, peak jumping®).
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Obr. 3: Priklad zavislosti relativni smérodatné odchylky opakovatelnosti méfeni
signalu metodou ICP-MS na celkové délce integrace signalu

4.2 Kalibrace

Pro metodu ICP-MS jsou charakteristicka vysoka linearita signalu, velice nizké
signaly pozadi a zavislost pfesnosti naméreného signalu na jeho velikosti. Z téchto
divodu je vySe uvedenymi normami doporucovano a v praxi také bézné aplikovano
pouziti jednobodové kalibrace. MéFi se proto nejprve roztok s nulovou koncentraci
analytu, jehoz naméreny signal je odecitan ode vSech nasledujicich méfeni, a pak
jeden kalibraéni roztok slouzici pro vypocCet hodnoty smérnice k kalibracni pfimky
prochazejici poCatkem:

k= éAn/pIS ) (4)

Index An se vztahuje k analytu a index IS se vztahuje k vnitfnimu standardu. Veli€ina
| pfedstavuje zméfeny pomér intenzit signalt analytu a vnitiniho standardu. Protoze
koncentrace vnitiniho standardu v kalibracnich roztocich a vzorcich je shodna,
v praxi se pro vyhodnoceni koncentrace neznamych vzorku vztah (2) formalné
zjednodusSuje na:

K'=p, /1 4)
Nejistota koncentrace vnitfniho standardu, ktera v rovnici (4’) neni explicitné
zahrnuta, musi byt do odhadu celkové nejistoty kalibrace také zahrnuta. Proto je pfi
jejim odhadu lépe vychazet ze vztahu (4).

Prestoze z teoretickych principl metody ICP-MS Ize linearitu vztahu signalu a
koncentrace méfeného vzorku predpokladat, je presto vzdy nutné ji béhem procesu
validace metody ovéfit alespon v rozsahu poZzadovaném standardnim operaénim
postupem. Davodem nelinearity, ktera se mize vyskytnout hlavné pfi méfeni vzorku
s vyS$S§i koncentraci analytu, mize byt Spatné nastavena hodnota korekce mrtvého
Casu detektoru (,dead time correction“) nebo chybné vzajemné navazani obou
reziml detektoru iontl — pulsniho a analogového (,dual detector calibration®).
Z téchto duvodd norma ISO/CD 17294-1 doporucCuje pfed méfeni kazdé davky
vzork( zaradit kontrolni roztok o zhruba poloviéni koncentraci nez kalibraéni roztok.
Tento roztok slouzi pravé ke kontrole linearity kalibrace.
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4.3 Metody korekce spektralnich interferenci

Spektraini interference v ICP-MS maji svij puvod v nedostatec¢né rozliSovaci
schopnosti kvadrupdlového analyzatoru. Jedna se jednak o izobaricky prekryv (napf.
pii mé&Feni signalu izotopu ®®Zn vadi izotop °®Ni), vznik rtiznych oxidovych a
polyatomickych iontll v plazmatu (napt. Sastice **S*°0, rusi stanoveni ®°Cu) ¢&i o
vznik dvojnasobné nabitych iont(i (napt. dvojnasobné nabity ion ***Ba se chova jako
jednonasobné nabity ion %8zn).

Idealnim FeSenim je interferencni vlivy odstranit bud’ pomoci separace interferentu
a analytu nebo volbou metody, ktera interference nevykazuje. Moderni spektrometry
maji zabudované zafizeni (reakéni cela apod.), ve kterém za fizenych podminek
dochazi reakci s pomocnym plynem k rozbiti rusiciho polyatomického iontu za vzniku
jiného.

V Ffadé pfipadu je mozné interference matematicky odkorigovat pomoci on-line

nebo off-line korekce. Pfi téchto postupech (podrobnosti bud ve vySe citovanych
normach nebo zakladnich u€ebnicich ICP-MS) je méfen signal interferentu na jiné
linii, vynasoben vhodnym konverznim faktorem (pomérem zastoupeni jednotlivych
izotopl nebo vytéZnosti vniku oxidovych, polyatomickych, nebo dvojnasobné
nabitych iontd) a odec¢ten od hrubého signalu analytu:
Ly =1Ly = F -1, ®)
Ptikladem muze byt interference izotopu rtuti **°*Hg pfi stanoveni platiny na linii
izotopu 1°Pt. Abychom ziskali hodnotu gistého signalu Ia, analytu **°Pt, musi se od
zmé&fené hodnoty Iain;, ktera predstavuje soudet intenzit signald **°Pt a **°Hg,
odecist hodnota signalu interferentu zméfena na jiné linii /', napf. na linii izotopu
22Hg, vynasobenou korek&nim faktorem F, ktery vtomto jednoduchém pfipadé
predstavuje pomér izotopového zastoupeni **°Hg a ?**Hg. Trochu sloZit&jsi situace
nastava v pfipadé interferenci, které jsou zpusobeny oxidovymi a polyatomickymi
ionty. Tak napf. stanoveni kadmia na linii ***Cd je ru$eno vznikem oxidii molybdenu,
zejména &astic ®*Mo'°0. Protoze neni k dispozici jina linie pro pfimé méfeni signalu
MoO, ktera by sama nebyla ruSena, je nutné signal interferentu /', méfit pfimo na
linii molybdenu, napt. na linii izotopu *°Mo. Hodnotu korekéniho faktoru F, ktera
predstavuje pomér signalt ®Mo*®0 a **Mo, véak v tomto pfipadé nelze teoreticky
odvodit a musi byt urCena experimentalné analyzou roztoku, ktery obsahuje pouze
molybden. Pouziti tohoto pfistupu, kdy je hodnota konverzniho faktoru F urCena
experimentalné, Ize vSak doporucit i pro pfedchozi pfipad izobarického prekryvu.
Nedokonalost kvadrupélového analyzatoru ma za vysledek tu skuteCnost, Ze
experimentalné zjisténé hodnota poméru izotopovych zastoupeni neodpovidaji
teoretickym hodnotam (tzv. ,mass discrimination®).

V pfipadé, Ze koncentrace interferentu je ve vzorcich konstantni, je jednodussi a
pohodInéjsi vliv interferenci zahrnout do kalibrace pfipravou modelovych roztokd.

An+Int

4.4 Metody korekce nespektralnich interferenci

Mezi dulezité nespektralni interference patfi deprese nebo zvySeni signalu vlivem
vysoké koncentrace matri¢nich prvkl, zejména snizeni intenzity signalu analytu
vlivem pfFitomnosti velkého mnozstvi snadno ionizovatelnych prvka. Dilezity je i vliv
obsahu mineralnich kyselin a organickych latek. Nespektralni interference se
eliminuji metodou vnitfniho standardu, v pfipadé vys$Siho obsahu alkalickych kovl a
organickych latek ve vzorku je vSak zaroven potfeba i namodelovat kalibracni
roztoky. Obdobné kalibra¢ni roztoky musi obsahovat podobné mnozZstvi kyseliny jako
vzorky. V praxi bylo zjisténo, Zze pokud obsah HNO3 ve vzorcich lezi v rozmezi 2 — 6
% (v/Iv), Ize jeji vliv pomoci vhodného vnitfniho standardu (jako nejuniverzalnéjsi se
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ukazalo Rh a In pro lehké a stfedné tézké prvky a Bi pro téZké prvky) témeér zcela
eliminovat. Obdobné Ize eliminovat i vliv organickych latek a alkalii. V pfipadé
netypickych nespektralnich interferenci je mozné vyuzit i dalSi prvky. Volba se
provadi podle doporuceni v odborné literatufe nebo se vhodnost daného vnitiniho
standardu pro dany ucel vyhodnoti experimentalné ve zvlastni studii. Prikladem
takové studie muze byt vybér vhodného vnitfniho standardu pro stanoveni Pt
v roztocich s vysokym obsahem NaCl. vyhodnoceni této studie je uvedeno v obrazku
4, velitina v obrazku je relativni intenzita signalu '*°Pt, tedy vlastni intenzita %Pt
vydélena intenzitou signalu pfislusného vnitiniho standardu. Aby byly krivky
pFislusejici jednotlivym vnitfnim standardim Iépe srovnatelné, jsou jednotlivé
naméfené relativni intenzity normovany vydélenim hodnotou prvniho bodu grafu.

1,10

1,05 |

1,("°°Pt)

1,00

0,95 ‘ ‘ ‘ ‘
0 200 400 600 800 1000

p(NaCl), mg.I"

Obr. 4 Schopnost riznych porovnavacich prvkd korigovat vliv koncentrace NaCl: 1 —
Rh,2-1Ir,3-1In,4-Bi,5-Au.
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5 Metoda analyzy s externi kalibraci

5.1 Priklad standardniho operaéniho postupu

1 Rozsah zkousSky
Tento standardni operalni postup popisuje stanoveni obsahu Al, As, Ag, Cd, Co, Cu, Cr, Fe, Mo, Mn,
Ni, Pb, Tl, V a Zn v roztocich a vzorcich biologického pivodu.

2 Priprava a myti laboratorniho nadobi pro laboratof ICP - MS

Pouzitelnost

Zasady popsané v této kapitole se aplikuji na nadobi (sklenéné, plastové, porcelanové a achatové)
pouZivané v laboratofi ICP-MS.

Pomiicky

1000 ml sklenéna Erlenmayerova barika se zatkou
100 ml sklenéna kadinka

65 % kyselina dusicna p.p., nebo Suprapur®

65 % kyselina dusic¢na p.a.

Milli - Q voda

Ethanol (denaturovany)

Roztok zfedéné kyseliny dusiéné (1:10) - do 1000 ml sklenéné Erlenmayerovy bariky se nalije 900
ml Milli-Q vody a prida 100 ml 65 % kyseliny dusi¢né p.a.. Barika se uzavre zatkou a obsah bariky se
dukladné promicha.

Louzeni pouzZitého nadobi

Z pouZitého nadobi se nejprve odstrani znaéeni pomoci buniciny namocené v ethanolu. Zbylé roztoky
se vyliji do vylevky, nadobi se nejméné tfikrat vyplachne Milli-Q vodou. Takto vyplachnuté jednotlivé
kusy nadobi (odmérné bariky, zkumavky, vzorkovnice) se zcela naplini zfedénou kyselinou dusi¢nou
(1:10), uzaviou zatkou nebo parafiimem, ulozZi se na uréené misto v digestofi a Citelné oznaci datem.
Nalevky se po oplachnuti ulozi do vétsi kadinky, zaliji zfredénou kyselinou dusi¢nou (1:10), kadinka se
prikryje hodinovym sklem a Citelné oznaci datem. Nadobi se necha louZit po dobu minimalné tfi tydnd.

Myti louzeného nadobi

Nadobi je moZné ponechat naplnéné ziedénou kyselinou dusi¢nou aZ do dal$iho pouZiti nebo se po
trech tydnech jednotlivé kusy nadobi oplachnou nejméné tiikrat Milli-Q vodou a vysusi v susarné
(sklenéné nadobi pri teploté 90 °C a plastové nadobi pri teploté 60 °C). Suché nadobi se ulozi do
sackl a oznaci napisem "louZzené" nebo "Cisté".

3 Rozklad tuhych vzorki

Pouzitelnost

Metoda vyuZivajici rozklad v mikrovinném rozkladném zafizeni je pouZitelna pro rozklad biologickych
vzorkl a léCiv a vzorku pud, sediment( a spadi pro stanoveni obecnych kovli a metaloidi. Metoda
vyuzZivajici rozklad na topné desce je pouZitelna pro rozklad pdd, sedimenti a spadi pro stanoveni
platinovych kovd.

Pomlicky
e 50a 100 ml PP odmérné bariky se zatkami

e PP nalevky, primér 4 cm

e Sklenéné kadinky 100 ml vysoké

e hodinova sklicka a sklenéné tycinky
e lahve na kyseliny s davkovaci
Pristroje

e analytické vahy
e mineralizacni zafizeni BM-1S (Plazmatonika, Polsko) se 110 ml PTFE néddobkami a PTFE vicky
e fopna deska
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Chemikalie

e kyselina dusi¢éna 65 % Suprapur®
kyselina dusi¢na 65 % p.a.

kyselina chlorovodikové 35-37 % p.a.
kyselina fluorovodikova 40 % p.a.
diluent: Milli-Q voda

Pracovni postup pro mikrovinny rozklad

K navazce 0,1-5 g vzorku materialu (podle obsahu vody a podle predpokladaného obsahu analyt(i) ve
110 ml teflonovych nadobkach se pridaji 3-5 ml 65 % HNO; Cistoty Suprapur® . V pfipadé vzorkd,
které obsahuji kfemicitany (vzorky anorganického ptvodu a nékteré travy) se pfida 0,1 -1 ml HF.
Teflonové nadobky se prikryji teflonovymi viéky, na vicka se polozi kovové (Ni nebo Ti) membrény a
nadobky se viozZi do ocelového plasté rozkladného zarizeni a plast se uzavre. Nasleduje rozklad podle
programu uvedeného v tabulce. Po skonCeni rozkladu se mineralizaty kvantitativné prevedou vodou
do 50-100 ml/ odmérnych banék. Pokud se pfedpoklada dalSi fedéni vzorku, odmérné bariky
se doplni vodou po znalku. Analogicky se pfipravi slepé pokusy.

Krok Trvani [min] Prikon Horni tlakova mez | Dolni tlakova mez
[% max. pfikonu] | [MPa] [MPa]

1 1 60 2,5 2,4

2 1 70 3,0 2,9

3 1 80 3,5 3,4

4 7 90 4,0 3,9

V pfipadé zvilasté rezistentnich vzork( je mozné rozklad prodlouZit.

4 Priprava kalibraénich roztoku

Pouzitelnost

Pripravené kalibracni roztoky se pouzivaji pfi stanoveni vy$e uvedenych prvki nebo men$i skupiny
prvka.

Pomucky
e sklenéné 100 ml odmérné bariky tf. A se zatkami

e plastové 100 ml odmérné bariky se zatkami

e 50 ml sklenéné odmérné barika tr. A se zatkou

e pipety s fixnim objemem 5 ml, 1 ml, 500 pl, 250 g, 200 g, 100 g, 20 gl a 10 4

e pipeta s nastavitelnym objemem 0,5 — 10 4l

e 100 ml PE lahvicky s uzavérem

Roztoky

e kyselina dusi¢na 65 % Suprapur®

kyselina dusi¢na 65 % p.a.

kyselina chlorovodikovéa 35 - 37 % HCI p.a.

Triton X-100

standardni roztoky analytdl o koncentraci 1 000 mg/l (Merck, Fluka apod.); standardni roztok
vanadu je potfeba pouzZivat pfipraveny z NH,N Oz v matrici zi. NH3 (Fluka)

e diluent: Milli-Q voda

Roztok vnitinich standardu IS (Ge, Y, Rh, In a Bi 2,5 mg/l) - do 100 ml odmérné bariky se
odpipetuji 3 ml 65 % HNOj; Cistoty Suprapur®, po 0,25 ml roztok( jmenovanych kovi o koncentraci
1000 mg/I a barika se dopini vodou po znacku. Roztok se promicha a prelije se do 100 ml PP lahve.
Lahev se opatii Stitkem s popisem, datem pfipravy a datem ukoncCeni pouZitelnosti. Roztok je
pouZzitelny 1 rok.

Poznamka: pfipravuje se pouze roztok vnitinich standardd pro dané méreni skutec¢né pouZivanych.

Kalibracni roztoky

Roztok na modelovani interferenci pri stanoveni Cr a V: roztok obsahuje chloridové ionty
v koncentraci cca 100 mg/l a vnitini standardy v koncentraci 50 ug/l. Do 100 ml sklenéné bariky se
odpipetuje 20 ul konc. HCI ¢istoty p.a., 2 ml roztoku IS, 3 ml konc. HNOj Cistoty Suprapur® a doplni
se vodou po znacku. Roztok se pfipravuje pro kazdé méreni Cerstvy.
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Roztok na modelovani interferenci pfi stanoveni Cd: roztok obsahuje Mo v koncentraci cca
100 w9/l a vnitini standardy v koncentraci 50 ug/l. Do 100 ml sklenéné bariky se odpipetuje 10
roztoku Mo o koncentraci 1 000 mg/l, 2 ml roztoku IS, 3 ml konc. HNOg3 Cistoty Suprapur® a dopini se
vodou po znacku. Roztok se pripravuje pro kazdé méfeni Cerstvy.

Roztok B: obsahuje: Fe v koncentraci 200 mg/l, Mn a Zn v koncentraci 100 mg/l a soucasné Cu v
koncentraci 20 mg/l. Do 100 ml sklenéné odmérné bariky se odpipetuji roztoky analytti o koncentraci 1
000 mg/l a konc. kyselina dusi¢na dle tabulky:

roztok 65 % HNO, Fe | Cu | Mn Zn
Suprapur®
ml 3 20 |2 2 10

roztok v barice se dopini vodou po znacku, promicha se a pfelije se do PP lahve. Lahev se opatfi
Stitkem s popisem, datem pripravy a datem ukonceni pouZitelnosti. Roztok je pouZitelny 1 rok.

Roztok C: obsahuje Al, Co, Cr, Mo, Ni a Pb v koncentraci 100 mg/l a soucasné V, As, Cd, Aga Tl v
koncentraci 10 mg/l. Do 100 ml odmérné bariky se odpipetuji roztoky analyti o koncentraci 1 000 mg/
a konc. kyselina dusi¢né dle tabulky:

roztok | HNO, Al Co | Cr Mo | Ni Pb |V As |Cd [Ag |TI
Suprapur®
ml 3 10 |10 |10 10 |10 |10 |1 1 1 1 1

roztok v barice se dopini vodou po znalku, promicha se a prelije se do PP lahve. Lahev se opatfi
Stitkem s popisem, datem pripravy a datem ukonceni pouZitelnosti. Roztok je pouZitelny 1 rok.

Roztok C/10: obsahuje Al, Co, Cr, Mo, Ni a Pb v koncentraci 10 mg/l a souc¢asné V, As, Cd, Aga Tlv
koncentraci 1 mgl/l. Do 50 ml odmérné bariky se odmeéri 3 ml 65 % HNO; Cistoty Suprapur® a 5
ml roztoku C. Roztok v barice se dopini vodou po znalku, promicha se a prelije se do PP lahve.
Lahev se opatfi Stitkem s popisem, datem pfipravy a datem ukoncCeni pouZzitelnosti. Roztok je
pouzitelny 1 mésic.

Vlastni kalibra¢ni roztoky SO (blank), S1, S2, S3: podle tabulky se do 100 ml plastovych odmérnych
banék odpipetuji dfive pripravené roztoky:

Standardni roztok ml HNO3 ml IS ml B ml C/10
Suprapur ®

S0 3 2 0 0

S1 3 2 0,2 0,2

S2 3 2 0,5 0,5

S3 3 2 1,0 1,0

Jednotlivé odmérné bariky se nakonec dopini vodou po znacku, uzaviou zatkami a roztoky se
promichaji. Pfipravené standardni roztoky maji tyto koncentrace [ug/l]:

Prvky SO S1 S2 S3
Fe 0 400 1000 2000
Zn 0 200 500 1000
Cu, Mn 0 40 100 200
Al, Co, Cr, Mo, Ni, Pb 0 20 50 100
V, As, Cd, Ag, Tl 0 2 5 10
vnitfni standardy 50 50 50 50

Kalibracni roztoky S0 az S3 je tfeba pripravovat pro kazdé méreni Cerstvé. Po skonceni prace s ICP-
MS se kalibracni roztoky z odmérnych banék vyliji, odmérné bariky se vyplachnou vodou, pfidaji se 3
ml konc. HNO; a barika se dopini vodou po okraj. Zazatkované bariky se uloZi az do dalsi pfipravy
kalibraénich roztokt pfed mérenim.

5 Priprava vzorku pfed mérenim

Pomliicky

e Ssklenéné 50 a 100 ml odmérné bariky t. A se zatkami
plastové 50 a 100 ml odmérné bariky se zatkami
pipety s fixnim objemem 5 ml, 1 mil, 500 ul a 200
pipeta s nastavitelnym objemem 1-5 ml
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e nylonové filtry 45 ym
e plastové injekéni stiikacky

Roztoky

e kyselina dusi¢éna 65 % Suprapur®
e kyselina chlorovodikova 37 % p.a.
e diluent: Milli-Q voda

Vzorky po rozkladu v mikrovinném rozkladném zafizeni

Podle predpokladaného obsahu sledovanych prvk( se provadi budto pfima analyza, nebo se
vzorek pred analyzou redi. V pfipadé pfimé analyzy se do odmérné bariky s digeratem odpipetuje 1
ml (v pfipadé 50 ml odmérné bariky) nebo 2 ml (v pfipadé 100 ml odmérné bariky) roztoku IS, barika
se doplni vodou po znacku a dukladné promicha. Vzorek je pripraven k méreni. V pfipadé analyzy po
fedéni se odmérné bariky s digeraty doplni vodou po znacku a promichaji. Z tohoto roztoku se
pipetuje alikvotni podil 0,5 — 10 ml do 50 nebo 100 ml odmérné bariky, okyseli 2 ml HNOj cistoty
Suprapur®, odpipetuje 1 ml (v pfipadé 50 ml odmérné bariky) nebo 2 ml (v pripadé 100 ml odmérné
bariky) roztoku IS, barika se dopini vodou po znac¢ku a dikladné promicha. Vzorek je pfipraven
k méreni.

Vzorky vod a jiné kapalné vzorky

Vzorky pitnych povrchovych vod se odebiraji do prfedem vycisténych PE lahvi o objemu 500 nebo
250 ml obsahujicich 5,0 nebo 2,5 ml 65 % HNOs; Suprapur® respektive. Lahev se vodou pini po
hrdlo a vzorky se uchovavaji v chladnicce. Podle pfani zakaznika se vzorek vody pred analyzou
pfipadné filtruje pomoci 45 um nylonového filtru nasazeného na plastovou injekéni stfikacku.
Strikacka i filtr se pred pouZzitim musi proplachnout vzorkem vody. Pfed mérenim se 25 ml odmérna
PP barika vyplachne vzorkem vody, odpipetuje se do ni 0,5 ml roztoku IS a pomoci 5 ml pipety se
doplni po znacku vzorkem vody.

V pripadé dalsich kapalnych vzorkii se ze vzorku podle predpokladaného obsahu analyti
odpipetuje alikvétni podil 0,6 — 10 ml do 25, 50 nebo 100 ml odmérné bariky, okyseli patficnym
mnoZstvim konc. HNOj Cistoty Suprapur® tak, aby jeji konecné ziedéni bylo 1:50, odpipetuje 0,5 ml
(v pfipadé 25 ml odmérné bariky) nebo1 ml (v pripadé 50 ml odmérné bariky) nebo 2 ml (v pfipadé
100 ml odmérné bariky) roztoku IS, barika se doplni vodou po znacku a dikladné promicha. Vzorek
Je pripraven k méreni.

6. Priprava hmotnostniho spektrometru pred mérenim6
Podle technické dokumentace ke spektrometru je tfeba provést v patficnych ¢asovych intervalech
nésledujici kroky:
kalibrace hmotnostni Skaly spektrometru a nastaveni rozlieni,
sefizeni polohy plazmové hlavice v osach x a y,
optimalizace pulzniho detektoru,
optimalizace analogového detektoru,
kalibrace dualniho detektoru,
kalibrace funkce ,Autolens”,
kontrola funkce pristroje — citlivost, droveri oxidovych a dvojnasobné nabitych iontt

NogohkrwhpE

Pred kaZzdym méfenim je nutné prekontrolovat stav hadicek pfivadéjicich vzorek do zmlZovacde a
odvadéjicich odpad ze mizné komory. V pfipadé, Ze hadicky jsou nadmiru opotfebované, je nutné je
vyménit za nové. Dale se prekontroluje stav vstupnich kuZelt a injektoru plazmové hlavice a pfipadné
se vycisti podle postupu doporuc¢eného vyrobcem. V pripadé Cisténi injektoru je tfeba provést jesté
néslednou optimalizaci polohy plazmové hlavice.

Po zaZehnuti plazmatu se pfristroj necha minimélné 15 min stabilizovat. Potom se pfekontroluje tlak
uvniti evakuované casti spektrometru, ktery by méla odpovidat hodnoté stanovené manualem a
provede se optimalizace prutoku argonu v nosném (analytickém) kanalu.

7. Méreni metodou ICP-MS
Metoda

Pro méfeni se pripravi vhodna metoda zahrnujici vSsechny analyzované prvky véetné prvki
potiebnych pro korekce nespektralnich interferenci (viz nize) a vnitinich standardi. Voditko pro
sestaveni metody a nastaveni spektrometru je uvedeno v tabulce.
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Operator vypracovanou metodu uloZi na disk pocitace a do deniku si zapiSe jeji jméno. Stejné si
zapiSe nazev souboru, do kterého uklada vysledky méreni a nazev adresare, do kterého se ukladaji
surova data o mérfeni.

pfikon generatoru

1000-1 300 W

prutok Arv nosném kanalu

optimalizovana hodnota (cca 0,7 — 1,0 I/min)

prutok vzorku

1,0 ml/min

promyvani zmlZzovace pfed
méfenim

15 s pfi maximalnim pratoku, 20 s pfi normalnim pratoku

iontova optika

funkce Autolens

mod méreni

Lpeak hopping“

detektor

Ldual”

mérfené nuklidy
(zvoli se pouze skuteéné mérené
nuklidy)

Z/AI, dbcl’ blv, bZCr, ber, ben, bbFe, b/Fe, bSNi, bQCO, bUNi,
62Ni, GSCU, GGZn’ 72Ge, 75AS, QSMO, 103Rh, 107Ag, 111Cd, llSIn’
205T|, 206Pb, 207Pb, ZOSPb, ZOQBi

doba méreni/amu 20 — 100 ms
pocet méreni na repliku 5-20
pocet replik na vzorek 5-10

doba méreni na jeden nuklid 2-10s
vyhodnoceni signalu prameér
kalibrace externi

vnitfni standardy

obvykle Bi (pro Pb, Tl a Pt) a In nebo Rh (pro ostatni

prvky); v pfipadé netypickych nespektralnich interferenci je
mozné vyuzit i dal§i prvky. Volba se provadi podle
doporuceni v odborné literatufe nebo se vhodnost daného
vnitirniho  standardu  pro  dany  Gcel  vyhodnoti
experimentalné ve zvlastni studii.

po korekci na vnitini standard

odeditani blanku

Kalibrace

Pri prvni kalibraci se proméri nulovy kalibracéni roztok (S0) a v8echny tii kalibracni roztoky (S1-3).
Vizualné se posoudi linearita kalibrace. Pokud linearni zavislost zjevné neni linearni, je potfeba
nejprve pfipravit znova vSechny kalibracni roztoky. Pokud toto opatfeni nevede k naprave, je treba
provést kalibraci detektoru spektrometru. Po kazdém patém az desatém méreném vzorku se provede
kontrola stability kalibrace tak, Ze se nejkoncentrovanéjsi kalibracni roztok zméfi jako neznamy
vzorek. Pokud se nalezena koncentrace lisi o vice neZ 3 % od nominéini hodnoty, je nutné provést
rekalibraci. PFi rekalibraci jiz neni nutné proméfovat vdechny kalibracni roztoky, postacujici je
kalibrace zahrnujici nulovy kalibra¢ni roztok (S0) a kalibracni roztok s nejvy$§i koncentraci (S3).

Korekce spektralnich interferenci

Korekce izobarickych prekryvi je provadéna automaticky softwarem pristroje v on-line reZzimu. Off-
line korekce interferenci zptsobenych polyatomickymi, zejména oxidovymi, ionty se provede tak, Ze
se kromé linie nuklidu analytu "A sleduje i linie nuklidu prvku tvoficiho rusici oxidové ionty ™M a
koncentrace analytu vyhodnocena softwarem spektrometru se koriguje podle vztahu:

p(” A)kor = p(nA) - R(n MO) : Irel(m M)
kde ,0(n A) je nalezené koncentrace zahrnujici skuteénou koncentraci analytu zvy$enou o zdénlivou
koncentraci vyvolanou interferenci. |, (™M) je relativni signal rusiciho prvku (tj. vztazeny k

signélu vnittniho standardu) a R(" MO) (ug/l) je vytézek tvorby rusiciho oxidového iontu, tj. zdanlivé

koncentrace analytu nalezena v roztoku interferentu o jednotkové relativni intenzité. Hodnota tohoto
parametru se urcuje analyzou roztoku obsahujiciho pouze interferent pfed a béhem mérfenim
neznamych vzork:

R(n MO) = pap (n A)/ I rel (mM)

Hodnota p,, ("A) vtéto rovnici je nalezend zdénlivd koncentrace analytu vtomto roztoku

interferentu.
Vhodné nuklidy pro analyzu V, Cr a Cd jsou uvedeny v tabulce.
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Linie analytu "A

Rusici ¢astice

Linie interferentu ™M

blv' bJCr

Clo

dbcl

lllcd

MoO

QbMO

Vypocet vysledku stanoveni

Hmotnostni zlomek prvku ve vzorku [mg/kg] se vypocita ze vztahu:
(pv B p()) : Vl . 5
1000 -m

"

o je hmotnostni koncentrace analytu v roztoku vzorku [ugll] korigovana na
spektralni interference,

o je prumérna hmotnostni koncentrace analytu ve skupiné slepych vzorku, ktera prislusi
k analyzované sérii vzork( [ugll],

m je navazka vzorku [g],
V, je objem odmérné bariky, do které byl pfeveden rozlozeny vzorek [ml],
V, je objem odebraného alikvotniho podilu vzorku [ml], pokud se neredi, dosazuje se 1,
V3 je objem alikvotniho podilu vzorku po nafedéni [ml], pokud se nefedi, dosazuje se 1.
Koncentrace analytu v kapalném vzorku p [u19ll] se vypocte podle vztahu:

V.
p:(pv_po)'_2

v

oy je hmotnostni koncentrace analytu v nafedéném roztoku vzorku [ugl/l] korigovana na
spektralni interference,

o je prumérna hmotnostni koncentrace analytu ve skupiné slepych vzorkd, ktera prislusi
k analyzované sérii vzork( [ugll],

V, je objem odebraného alikvétniho podilu vzorku [ml],
V, je objem alikvétniho podilu vzorku po nafedéni [ml].

5.2 Priklad validaéniho protokolu

Spravnost

Ovéreni bylo provedeno opakovanou riznych analyzou referencnich materiali:

e CRM 145 R — Trace elements in a sewage sludge, navazeno asi 0,2 g pfesné, pfevedeno do
100 ml odmérné bariky a 10x redéno.

Stanovovany
prvek Cr Mn Co Ni Cu Zn Cd Pb
Jednotky w.gt 499" w9’ w99t (w09t |mg.9” 199" |u9.9”
x-ref 307 156 5,61 247 696 2122 35 286
u(x-ref) 7 2 0,16 4 6 12 0,08 25
1 2999 | 166,7 5,0 241,6 | 6853 | 20798 3,6 299,2
2. 312,4 | 166,0 6,2 2452 | 6951 | 22632 3,5 277,3
3. 316,8 | 166,6 5,7 246,7 | 698,7 | 2008,0 3,6 320,7
4, 2955 | 138,9 55 2352 | 672,6 | 19292 34 294,6
5. 3142 | 1607 5,2 250,7 | 689,8 | 22429 3,6 312,0
6. 3159 | 158,8 6,0 249,0 34 288,6
X 309,108 | 159,619 | 5,597 | 244,724 | 688,299 | 2104,621 | 3,522 | 298,733
s 9,079 | 10,681 | 0467 | 5634 | 10,152 | 145777 | 0,097 | 15743
n 6 6 6 6 5 5 6 6
u(x) 3706 | 4361 | 0191 | 2300 | 4540 | 65193 | 0,040 | 6,427
R 1,007 | 1,023 | 0998 | 0991 | 0,989 0,992 1,006 | 1,045
uR) 0026 | 0031 | 0044 | 0019 | 0010 | 0,029 0,026 | 0,024
t 0,27 0,75 0,05 0,50 1,06 0,29 0,25 1,84
i 2,57 2,57 2,57 2,57 2,78 2,78 2,57 2,57
SpféVﬁOSt ano ano ano ano ano ano ano ano
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e CRM 281 - Trace elements in rye grass, navazeno asi 0,5 g presné, prevedeno do 50 ml
odmérné bariky, pro Mn 10 x fedéno, jinak nefedéno.

Stanovovany
prvek Ni Cu Zn Mo Cd Pb Mn
Jednotky | 9.9 | w9.9” | w99’ | w99’ | x99’ | 99" | 99"
x-ref 3,00 9,65 31,5 0,84 0,12 2,38 81,6
u(x-ref) 0,09 0,19 0,7 0,03 | 0002 | 0,06 13
1. 3,0 9,6 31,2 11 0,1 2.4 84,0
2. 3,2 9,6 32,6 0,9 0,1 2,4 84,0
3. 3,0 9.3 33,2 0,9 0,1 24 81,6
4, 33 9.4 31,5 0,9 0,1 25 82,6
5, 3.1 9,7 32,2 0,9 0,1 2.4 85,1
6. 3,1 9,4 34,0 0,9 0,1 2,6 83,5
X 3112 | 9507 | 32,442 | 0926 | 0115 | 2,430 | 83,466
s 0,126 | 0135 | 1,028 | 0,085 | 0,002 | 0,078 | 1,227
n 6 6 6 6 6 6 6
u(x) 0052 | 0,055 | 0420 | 0,035 | 0001 | 0032 | 0501
R 1,04 0,99 1,03 1,10 0,96 1,02 1,02
u(R) 0,036 | 0,020 | 0,026 | 0,057 | 0,017 | 0,029 | 0,017
t 1,05 0,73 1,13 1,80 2,44 073 | 1,313
tri 2,57 2,57 2,57 2,57 2,57 2,57 2,57
spravnost ano ano ano ano ano ano ano

DORM -2 — Dogfish Muscle, navazeno asi 0,5 g presné, pfevedeno do 50 ml odmérné bariky, pro
Cr a Ni nafedéno 5 x, jinak nefedéno

Stanovovany
prvek Al Mn Fe Co Cu Zn Ag Cd Pb Cr Ni
Jednotky 199" | w99’ | ug9g? 99" | w99” | 99" | w99 | w99’ | w99’ | w99’ | u9.g’
x-ref 1,09 3,66 142 0,182 234 | 256 0041 | 0043 | 0065 | 347 | 194
u(x-ref) 0,09 0,17 5 0,016 0,08 12 0,007 | 0,004 | 0004 | 23 16
1. 0,86 3,30 | 14812 0,18 224 | 26,02 0,04 005 | 006 | 27,74 | 16,18
2. 0,89 349 | 15826 0,19 229 | 2581 0,03 005 | 007 | 3022 | 17,46
3. 1,00 3,53 | 163,87 0,19 240 | 26,88 0,03 005 | 006 | 2899 | 16,47
4. 1,00 342 | 157,38 0,19 221 | 2823 0,03 005 | 007 | 31,38 | 18,24
5. 1,23 306 | 13953 0,17 215 | 27,94 0,03 005 | 005 | 2072 | 17,72
6. 0,93 3,74 0,19 0,03 0,05
X 0,986 | 3,423 | 153433 | 0184 | 2259 | 26,973 | 0034 | 0048 | 0,063 | 29,609 | 17,213
s 0134 | 0228 | 9,608 0011 | 0,092 | 1,094 | 0003 | 0001 | 0009 | 1,359 | 0,865
n 6 6 5 6 5 5 6 6 5 5 5
u(X) 0,055 | 0,093 | 4,297 0,004 | 0041 | 0489 | 0001 | 0000 | 0004 | 0,608 | 0,387
R 0,90 0,94 1,08 1,01 097 | 1,05 0,83 1,10 | 097 | 085 | 089
uR) 0,09 0,05 0,05 0,09 0,04 | 005 0,14 010 | 008 | 006 | 008
t 1,06 1,29 1,66 0,11 093 | 101 1,19 1,02 | 039 | 248 | 1,49
i 2,57 2,57 2,78 2,57 278 | 278 2,57 257 | 278 | 278 | 2,78
SpféVI’lOSt ano ano ano ano ano ano ano ano ano ano ano

Mez detekce

Mez detekce byla stanovena opakovanou analyzou slepych pokust (n = 6) a vypoctena jako soucet
primérné hodnoty slepych pokust a trojnasobku smérodatné odchylky:
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Mez detekce
Prvek Vodny roztok [ug.I"] (*) Pevny vzorek [ug.g™"] (**)
Ag 0,01 0,003
Al 1,0 0,4
As 0,06 0,06
Cd 0,002 0,0005
Co 0,004 0,007
Cr 0,2 0,1
Cu 0,5 0,04
Fe 6,0 0,6
Mn 0,04 0,03
Mo 0,2 0,03
Ni 0,4 0,07
Pb 0,05 0,05
Tl 0,002 0,001
v 0,01 0,004
Zn 6,0 1,0
Vysvétlivky:

(*) ... uvaZovana prfima analyza kapalného vzorku bez fedéni. Slepé pokusy pfedstavuji analyzu
destilované vody.

(**) ...odpovidéa rozkladu 0,5 g pevného vzorku a prevedeni do 50 ml odmérné bariky bez dalSiho
fedéni. Slepé pokusy zahrnuji i rozklad v mikrovinném zarizeni.

Linearita

Test linearity kalibracni zavislosti byl proveden tak, Ze rfedénim byly pripraveny nulové roztoky a
roztoky obsahujici stanovované analyty na péti ekvidistantnich hladinach pokryvajicich cely kalibracni
rozsah. Kazdy zroztok( byl pripraven celkem f{fikrat. Méfeni relativnich intenzit signalt bylo
provedeno s pomoci riznych vnitrnich standardd. Vlastni test linearity byl proveden pomoci
Mandelova testu.
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Vniténi standard In

Vnitini standard Rh

Prvek Jednotky Testovany n F F linearita F Fy linearita
rozsah
Ag ;zg.l'l 0-10 18 0,215 4,544 ano 1,58 4,544 ano
Al 49.1 0-10 18 1,915 4,544 ano 4,524 | 4,544 ano
Cd 49! 0-10 18 0,745 4,544 ano 2,763 | 4,544 ano
Co 49.1 0-10 17 2,917 4,601 ano 3,165 | 4,601 ano
Cr 49! 0-10 18 0,221 4,544 ano 0,924 | 4,544 ano
Cu 49.1 0-20 18 4,458 4,544 ano 4,308 | 4,544 ano
Fe 49! 0-200 18 0,625 4,544 ano 1,122 | 4,544 ano
Mn 49.! 0-100 18 2,902 4,544 ano 8,02 4,544 ne
Mo 4.l 0-10 18 0,649 4,544 ano 2,246 | 4,544 ano
Ni 4.l 0-10 18 1,915 4,544 ano 2,007 4,544 ano
Ni 4.l 0-10 18 1,183 4,544 ano 2,023 4,544 ano
\% 49l 0-10 18 0,316 4,544 ano 1,182 | 4,544 ano
Zn JZo 0-1000 18 4,403 4,544 ano 0,066 | 4,544 ano
Vnitini standard Bi Vnitini standard Ge
Prvek Jednotky Testovany n F Fy linearita F Fy linearita
rozsah

As JZo 0-10 18 1,464 | 4,544 ano
Pb 19l 0-10 18 1,816 | 4,544 ano

Tl JZo 0-10 18 3,765 4,544 ano

Pracovni rozsah

Pro kapalné vzorky byla spodni hranice pracovniho rozsahu uréena jako mez stanovitelnosti (soucet
primérné hodnoty slepych pokust a desetinasobku smérodatné odchylky téchto slepych pokusu).
Horni mez pracovniho rozsahu odpovida horni hranici kalibrace a vzorku vody fedéné 200 x.

Pro pevné vzorky odpovida spodni hranice pracovniho rozsahu mezi stanovitelnosti pfi uvazované

navéazce 0,5 g materialu a prevedeni do 50 ml odmérné bariky. Horni mez pracovniho rozsahu
odpovida horni hranici kalibrace, navazce vzorku 0,1 g, pfevedeni digeratu do 100 ml odmérné bariky

a 200 nasobnému fedéni pred viastnim mérfeni.

K ziskani hodnot slepych pokust plati poznamka uvedena u stanoveni meze detekce.

Stanovovany | Kapalné vzorky Pevné vzorky
prvek 1 y
ug.l 49.9
Ag 0,03-2000 0,01-2000
Al 2-2000 1,0-2000
As 0,06-2000 0,2-2000
cd 0,007-2000 0,002-2000
Co 0,01-2000 0,02-2000
Cr 0,7-2000 0,3-2000
cu 1,3-4000 0,1-4000
Fe 20-40000 2-40000
Mn 0,1-20000 0,1-20000
Mo 0,4-2000 0,1-2000
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1,0-2000 0,2-2000

:; 0,12-2000 0,1-2000
TI 0,004-2000 0,0006-2000
v 0,04-2000 0,0085-2000
7 17-20000 3-20000

Testy matematické korekce interferenci

Test ucinnosti matematické korekce interferenci byl proveden nejprve pro stanoveni kadmia, pri
kterém rusici &astici je oxidovy ion MoO®. Test spoéival v tom, Ze se v $esti roztocich obsahujicich
postupné 0, 20, 40, 60, 80 a 100 ;zg.l'l Mo zméf¥ila zdanliva koncentrace kadmia a zaroveri se provedla
korekce podle postupu popsaného v standardnim opera¢nim postupu. Pro vypocet korekéniho faktoru
poslouZila dal§i méreni posledné jmenovaného roztoku provedena jak pred, tak na zavér celé série.

Mo Cd Cd

ug.r* (zdanliva) | (po korekci)
pg.r* pg.I*

0 0,005 -0,004

20 0,102 -0,002

40 0,208 -0,001

60 0,297 -0,007

80 0,422 0,016

100 0,519 0,011

V dalsim pokusu byla testovana ucinnost korekce pri stanoveni chromu a vanadu, pfi kterych rusi
&astice CIO". Test byl proveden obdobné jako v predeslém pripadé, modelové roztoky obsahovaly 0,
20, 40, 60, 80 a 100 mg.I™ Cl.

Cl Cr (zdanliva) Cr (po korekci) | V (zdanliva) V (po korekci)
gng.l' yg.fl ug.f1 yg.fl pg.fl
0 0,06 0,02 0,01 0,00
20 0,43 0,04 0,12 0,01
40 0,95 0,06 0,29 0,03
60 1,44 0,13 0,41 0,03
80 2,01 0,21 0,57 0,05
100 2,49 0,01 0,72 0,00

5.3 Odhad nejistot

Z hlediska vypoctu nejistot nevyZaduje metoda ICP-MS oproti jinym analytickym
metodam s externi kalibraci zadny zvlastni pfistup, jen je potfeba do kombinované
nejistoty zahrnout nékteré charakteristické slozky, zejména slozky nejistot, které jsou
zpusobeny interferenénimi vlivy.
Pfi odhadu kombinované nejistoty je vyhodné vyjit z dat o provozu metody, jako je
validaCni studie apod., nesmi se v8ak zapomenout, Zze data o pfesnosti metody
ziskand béhem validace nebo mezilaboratorni studie nemusi nutné zahrnovat
v8echny zdroje nejistot. Proto je vhodné postupovat podle nasledujiciho schematu:

e sestavi se seznam vSech slozek nejistoty

e sestavi se seznam sloZek nejistoty pokrytych dostupnymi daty a porovna se

seznamem vyhotovenym v pfedchozim kroku,
¢ vyhodnoti se nepokryté slozky nejistot: experimentalné, z literarnich udaji . . .,
e vypocte se kombinované nejistota. Vychazi se napf. z funkéniho vztahu.:
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Vir =V J1  fo et A+ A5 +... (6)
Ykor j€ korigovana hodnota vysledku, y je vysledek analyzy s nejistotou rovnou
hodnoté pfesnosti a fi a Aj jsou opravné faktory na sloZky nejistoty nezahrnuté do
dat o provozu metody a umoznuji formalné sloucit udaj o pfesnosti metody a ostatni
slozky nejistot. Pokud tyto faktory maji nasobny charakter, maji pak jednotkovou
hodnotu a jejich nejistota odpovida relativni hodnoté nejistoty dané puvodni slozky.
Pokud maiji tyto faktory aditivni charakter, je jejich vlastni hodnota nulova a jejich
nejistota odpovida pfimo nejistoté odpovidajici sloZzky. Kombinovana nejistota
veli€iny ywor se vypocte podle znamych pravidel pro vypocCet kombinované nejistoty.
Hlavnim zdrojem dat o provozu metody byva vnitrolaboratorni validacni studie.
Dulezitym bodem valida¢ni studie je odhad mezilehlé pfesnosti (vnitrolaboratorni
reprodukovatelnosti). Ta je stanovena béhem delSiho ¢asového intervalu a zahrnuje |
vlivy riznych méficich zafizeni a rlznych analytiki a muze slouzit jako zaklad pro
odhad nejistot. SloZzky nejistot, které v hodnoté mezilehlé pfesnosti nebyvaji obvykle
zahrnuty, jsou:
¢ nejistota stanoveni vytéznosti,
¢ nejistota kalibrace a pfipravy kalibra¢nich roztokad,
¢ nejistota pramenici z interferencnich vliva,
e nejistota vzorkovani (zalezi na tom, jaky vzorek je pouzit pro stanoveni
mezilehlé presnosti, zdali se jedna o vnitrolaboratorni standard, ktery je
homogenni, nebo zdali se jedna o realné vzorky).

Zdroje nejistot méfeni charakteristické pro metodu ICP-MS jsou:

Pi‘esnost

Mezilehla presnosti muze byt vyhodnocena opakovanou analyzou jednoho vzorku
(n analyz) provadénych v delSim ¢asovém obdobi . Smérodatna odchylka mezilehlé
presnosti ma pak hodnotu:

(7)

Takto Ize ziskat udaj o pfesnosti napf. z regulaéniho diagramu. Podminkou je ale to,
aby regulacni diagram byl konstruovan na zakladé analyz vzorku s realnou matrici.
Jinou moznosti je vypocCet smérodatné odchylky z paralelnich stanoveni n rlznych
vzorku:

n

=2
z g}il — Vi
i=1

s) =\ (8)

Pokud se analyzované vzorky podstatné li§i v obsahu analytu, je lIépe vypoditat
primo relativni smérodatnou odchylku:

Z (%1 - y,«z)/iz

— 1/ =l
Sr(y) - 2]’1 (9)

Kalibrace

pfi odhadu nejistoty kalibrace je nutné vychazek z rovnice kalibracni pfimky (4).
Nejistota signalu kalibraéniho roztoku | se urli z experimentalné ziskané hodnoty
opakovatelnosti s(I). Koncentrace analytu v kalibraCnim roztoku, ktery byl pfipraven
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postupnym fedénim zakladniho (obvykle zakoupeného) roztoku o koncentraci pzsxi.an
se v pfipadé dvoustupriového fedéni (pipetou 1 se pipetuje zakladni roztok do
odmérné barnky 1 a tento zfedény roztok se pipetuje pipetou 2 do odmérné banky 2)
vypocte ze vztahu:

V. V.
pip-1 pip=2
Pan = Pzikian H— (10)
VOB—I VOB—Z

(zkratka pip znamena pipetu a OB odmérnou barku).
Koncentrace vnitiniho standardu, ktery se pipetou 3 pfidava ze zasobniho roztoku o
koncentraci pzss;s do odmérné bariky 2, se vypocte ze vztahu:

V..
—pp=3 (11)

VOB—Z
a pro pomeér koncentraci analytu a vnitfniho standardu v kalibraCnim roztoku plati
vztah:

Pis = Pzis,1s °

Pan _ Pziki, An 'Vpip—l 'Vpip—z (12)
Pis  PusisVoip-3 Vos

V kone¢ném vztahu (12) se jiz neobjevuje objem odmérné bariky 2, ktery nema na
pomér koncentraci analytu a vnitiniho standardu v kalibraénim vzorku vliv a pfi
vypoctu nejistoty se dokonce neuplatni ani nejistota koncentrace zasobniho roztoku
vnitrniho standardu  p.sss, protoze tentyz roztok je pouzit i pfi pfipravé vzorku.
Nezalezi totiz na pfesné koncentraci vnitiniho standardu, ale pouze na tom, aby jeho
koncentrace v kalibracnim roztoku a ve vzorcich byla totozna.

2 2 2 2 N
u( P an ] _ P an . “(pza'kl,An ) ] n u(Vpipfl ) n ”(Vpip*Z) n ”(Vpip%) i (M(VOBI ) j (13)
Pis Pis P2kl An Vpip—l Vpip—2 Vpip—3 Vos

Kombinovana nejistota hodnoty smérnice ma pak hodnotu:

=i (i 22) /(20 )] (42 o

Nejistota smérnice kalibracni zavislosti neni obsazena v hodnoté presnosti metody,
musi se s ni tedy sloucit podle vztahu (1). Jeji vliv ma nasobny charakter a nejistota
prislusného korekéniho faktoru je:

u € (kal) =u(k)/k (15)

Spektralni interference

Provadi-li se korekce interferenci podle rovnice (5), pak se nejistota dodatec¢ného
méfeni signalu interferentu se projevi v hodnoté pfesnosti analyzy (zvysi se
smérodatna odchylka). V hodnoté pfesnosti vSak neni zahrnuta nejistota pouzitého
konverzniho faktoru F, kterou je nutno vyhodnotit zvlast. Je to mozné provést tak, ze
se hodnota F urCuje méfenim pfed a po kazdé davce vzorkl a ztakto Casem
postupné ziskanych dvojic se vypocte opakovatelnost s(F). Standardni nejistota
aditivniho korek&niho faktoru u(Aspek: int) (Viz rovnice 6) se pak vypocte podle:

M(Aspekt.int.) = S(F) : Ii,nt k (16)

V pfipadé, kdy je vliv interferenci zahrnout do kalibrace, postupuje se podle
nasledujiciho postupu:
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e 7Zjisti se rozpéti obsahu interferentu v béznych vzorcich (z literarnich udaja,
experimentalné),
¢ analyzou Cistého roztoku interferentu se stanovi hodnota interferenéniho faktoru:

zdanliva koncentrace analytu vyvolana interferentem (17)
IF =
koncentrace interferentu

kalibraCni roztoky (roztok) se pfipravi s takovym pfidavkem interferentu, ktery

odpovida jeho prumérnému obsahu ve vzorcich,

e rozpéti obsahu interferentu okolo primérné hodnoty se prevede na standardni
nejistotu u(oint)

e standardni nejistota obsahu interferentu u(pn) se vynasobenim IF pfevede na
standardni nejistotu aditivniho korek¢niho faktoru u(Aspex: int) (Viz rovnice 1).

U(Aspekt int) = U(on) 1F (18)

Hodnota interferenéniho faktoru v sobé zahrnuje jednak vytéZnost tvorby ruSicich
Castic, jednak izotopové zastoupeni atomU vytvarejicich ruSici ¢astici i zvoleného
izotopu analytu. Jeho hodnotu Ize tedy ovlivnit jak vybérem vhodného izotopu analytu
ke mérfeni, tak volbou meéficich podminek (pfikon do plasmatu, pratok argonu
zmlzovacem), které tvorbu polyatomickych a oxidovych &astic ovliviui;i.

Nespektralni interference

Pokud se vliv nespektralnich interferenci bude zahrnovat do vypoctu nejistot podle
rovnice (6), je nutné pouzit nasobny korekCni faktor fpespek:. int, jehoz standardni
nejistota byla z dlouhodobych pozorovani experimentalné odhadnuta na u(frespe. int.)
=0,01.

Pro vypoCet kombinované nejistoty lze odvodit tento vztah, ve kterém je jiz
zohlednéno to, ze numericka hodnota vysledku analyzy y a korigovaného vysledku
Ykor j€ Shodna a ze hodnoty korek&nich faktort f jsou jednotkové:

u. (y) = \/yz : ‘3 (y) + u(fkal)z + u(fne\speklint )2 ;+ uz (Aspe‘kl‘.int ) (19)
a pro relativni kombinovanou nejistotu |ze odvodit vztah:
uc,r (y) = \/Sf (y) + u(fkal)2 + u(fnespektint )2 + uz (Aspektim )/yz (20)

Dlouhodobé zkuSenosti s analyzou fady vzorkd ukazuji, Ze tento pomérné slozity
odhad nejistoty Ize zjednodusit tak, ze se nejistota rozlozi pouze na dvé slozky:
opakovatelnost analyz a soucet systematickych vlivi nepokrytych pfesnosti (bias).
Pro vzorky, u kterych se neprovadi off-line korekce spektralnich interferenci, Ize
relativni hodnotu sloZzky nejistoty neobsazené v opakovatelnosti odhadnout jako 2 %
z vysledku analyzy. Odhad kombinované nejistoty vysledku Ize tedy zjednodusit na:

u(y) =s(y)?/n+€02-y (21)
kde y je budto nalezeny hmotnostni zlomek w nebo koncentrace p, n je pocet
paralelnich stanoveni, s(y) je smérodatna odchylka opakovatelnosti a hodnota 0,02-y
pfedstavuje kvalifikovany odhad sloZek nejistot nepokrytych opakovatelnosti.

Postup odhadu kombinované nejistoty vysledkd zahrnujicich matematickou off-
line korekci spektralnich interferenci je obdibny. Nejistotu odhadnutou podle vySe
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uvedeného vzorce je tfeba jesté zkombinovat se slozkou odpovidajici korekci
spektralnich interferenci. Tato slozka nejistot ma hodnotu:

u(x)g = x| € (RC'MO))/R*("MO)+1” (1,,,("M))/ 1, ("M)_ (22)

rel

kde u(R("MO)) je nejistota vytézku tvorby ruSiciho oxidového iontu, ktera se
odhadne jako smérodatna odchylka tohoto parametru ziskana z opakovanych méfeni
roztoku obsahujiciho pouze interferent (viz vyse), a u(l, ("M)) je nejistota méreni

signalu rusiciho prvku ve vzorku (viz vyse), ktera se odhadne budto jako smérodatna
odchylka opakovanych méfeni tohoto signalu nebo jako kvalifikovany odhad

u(l,,,("M)) =0,02-1,,("M). Pfi pouziti tohoto odhadu se odhad nejistoty spojené
s korekci interferenci zjednodusi na:

u(x)g = x-+ €*(R("MO))/ R*("MO) +0,02> (23)

Kombinovana nejistota vysledku analyzy se kone¢né odhadne ze vztahu:

u(x) = [s(¥)> [+ €,02-x > +u(x)’s (24)
RozSifena nejistota vysledku se vypocte za pomoci koeficientu rozsifeni k=2:

U(x)=2-u(x) (25)

5.4 Nejlepsi kalibraéni schopnost (CMC)

Za idealni pfipad se povaZuje analyza Cistého roztoku analytu, u které odpada
nutnost rozkladu vzorku a nevyskytuji se spektralni i nespektralni interference.
Analyzou uméle pfipraveného vzorku obsahujici Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, As, Mo,
Ag, Cd, Tl a Pb (n=6) v koncentraci odpovidajici 40 % kalibracniho rozsahu byla
ziskana hodnota relativni smérodatné odchylky opakovatelnosti 1,2 %. Odhad slozky
nejistoty nezahrnuté do opakovatelnosti (v tomto pfipadé pouze kalibrace) je 1,0 % .
Kombinaci téchto dvou slozek nejistot se ziska hodnota relativni nejistoty vysledku
pfiblizné 1,5 %, coz odpovida nejlepsi kalibraéni schopnosti, CMC (relativni
rozSifené nejistoté) 3,0 %.

6 Metoda izotopového zred'ovani

6.1 Princip a vypocty

Metoda izotopového zfedovani je velice dulezita technika elementarni analyzy a v
principu muze byt provedena s libovolnym hmotnostnim spektrometrem, nejenom se
spektrometrem ICP-MS. Metoda je zaloZzena na méfeni zmény pomeéru intenzit
signall dvou vybranych izotopl nebo dvou skupin izotopl analytu (mérného a
referentniho) po pfidavku znamého pfidavku materialu obohaceného referentnim
izotopem. lzotopové obohaceny material se pfidava nejCastéji ve formé roztoku, ale i
tehdy je vyhodnéjsi pfidavky odvazovat a ne odmérovat jejich objem. Z naméfeného
izotopového poméru lze vypocCitat koncentraci analytu ve vzorku. V nékterych
pripadech, pokud je k dispozici radioizotop s velmi dlouhym polo€ase rozpadu, Ize
metodu aplikovat i na monoizotopicky prvek jako je napf. mangan. I|zotopové
ziedovani patfi mezi primarni metody méfeni. To znamend, Ze vysledek analyzy
neni odvozen od etalonu méfené veliCiny, tedy v tomto pfipadé chemického slozeni.
Navaznost na jednotku Sl soustavy mol je zajist€na navazanim na jednotku kg
(odvazeni izotopové obohaceného materialu).

Prvnim krokem analyzy by mélo byt méfeni izotopového poméru v samotném
vzorku. Toto méfeni slouzi k prvnimu odhadu koncentrace analytu a k vypoctu
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optimalniho mnozstvi izotopového pfidavku. Druhym duvodem je test pfipadnych
spektralnich interferenci. Pro spravné provedeni izotopového zfedovani je totiz
nutné, aby Zadnych z izotopl nebyl rusen a v pfipadé, Ze tomu tak neni, je nutné
provést separaci analytu. Teprve v dalSim kroku se pfipravuje roztok vzorku s
pfidavkem obohaceného materialu. DoporucCuje se pfidat izotopovy pfidavek pokud
mozno v co nejrannéjSim stadiu pfipravy vzorku, aby doSlo k ustaleni chemické
rovnovahy mezi pfidavkem a analytem ze vzorku. Pokud k tomu dojde, pak vysledek
analyzy nebude ovlivnén pfipadnymi naslednymi ztratami analytu zplsobenymi napf.
chemickou separaci apod. Chemicka rovnovaha mezi pfidavkem a vzorkem je
hlavnim poZzadavkem na metodu izotopoveého ziedovani, proto také tato metoda neni
pfilis vhodna pro pfimou analyzu pevnych vzorku.

Metoda izotopového zfedovani nabizi fadu vyhod ve srovnani s ostatnimi
kalibracnimi technikami pouzivanymi v ICP-MS. Jak jiz bylo zminéno vyse, je
robustni vuci ¢asteCnym ztratam analytu béhem pfipravy vzorku. Dale tato technika
je necitliva vaci fadé fysikalnich a chemickych interferenci, o kterych se da
predpokladat, ze budou mit na oba izotopy sledovaného prvku stejny vliv. A konec¢né,
izotopové zifedovani mize byt povazovano za idealni formu vnitini standardizace:
internim standardem pro kazdy analyt je jeho vlastni izotop. V dusledku toho jak
spravnost, tak presnost vysledkl izotopového ziedovani je obvykle lepSi nez u
ostatnich kalibra¢nich technik. Ve srovnani s mérenim izotopovych poméri metodou
termalni ionisace (TIMS) je pfesnost ICP-MS sice nizsi, pfesto vSak pro stopovou
elementarni analyzu je obvykle vice nez postacujici. Oproti technice TIMS je ICP-
MS nepomérné rychlejsi, prfesto ale pro rutinni pouziti tato technika zustava méné
vhodna zejména z ¢asovych narokl na pribéh analyz. Urcitou nevyhodou je i to, ze
tato metoda neni universalni, nelze ji aplikovat na existujicich devatenact
monoizotopickych prvka.

VypocCet hmotnostniho zlomku analytu (w) ve vzorku [ng/g] se provede podle
vztahu:

W= Wiso " Myso ‘A‘mso -f- 'i‘uso —. M N (26)

ms'ﬂN_f'AZN/ MISO

kde wiso je hmotnostni zlomek roztoku izotopové obohaceného materialu [ng/g],
Miso je hmotnost pfidavku tohoto roztoku, ms je hmotnost vzorku [g], f je méfeny
izotopovy pomér izotopu nebo skupin izotopl 1 (mérny) a 2 (referentni), My  [g/mol]
je molarni hmotnost analytu s pfirodnim izotopovym sloZzenim, M;so je molarni
hmotnost [g/mol] je molarni hmotnost analytu v izotopové obohaceném materialu, A;
jsou zastoupeni izotopu nebo skupiny izotopu 1 ve vzorku (index N) a v izotopové
obohaceném materialu (index 1SO), a A, jsou zastoupeni izotopu nebo skupiny
izotopl 1 ve vzorku (index N) a v izotopové obohaceném materialu (index ISO).

6.2 Priprava izotopové obohacenych roztoki a zajiSténi navaznosti

|zotopové obohacené roztoky je mozné zakoupit jiZz pfipravené. Roztoky majici
charakter certifikovaného referen¢niho materialu vyrabi pouze IRMM. K dispozici
jsou obohacené roztoky stabilnich izotoptl t&chto kovir: °B, B, °Li, ®'Rb, ®°Rb, *'Fe,
ke, *cd, °Cr, *2Cr, %°Cu, #sr, Mg, *Mg, **Hg, 2°°TI, **zn a °Zn. Jrdna se o
roztoky o typické koncentraci 2 — 10 mg/l dodavané v mnozstvi okolo 5 ml. Jinou
moznosti je pfiprava vlastnich roztoku (postup viz nize) z izotopové obohacenych
materiald dodavanych Oak Ridge National Laboratory, ktera nabizi vice nez stovku
nejriznéjSich preparatd. Navaznost izotopové ziedovaci analyzy je zobrazena v
nasledujicim schematu:

35



IRMM: Hmotnost ORNL.: cista kontrola

Standardni latka Cistoty,
Priprava

standardni roztok

roztok (CRM)

\ 4

Gravimetrické redéni

Pracovni roztok

Obr. 5 Obecné schema pfipravy izotopové obohacenych roztoku

Priklad postupu pripravy vlastniho izotopové obohaceného roztoku

Pri pfipravé roztoku izotopové obohacenych materialll jsou vSechny operace odmeérovani
objemu nahrazeny vazenim a misto koncentrace jsou tyto roztoky charakterizované hmotnostnim
zlomkem. Didvodem je sniZeni nejistot a nezavislost hmotnostniho zlomku na teploté roztoku. Vude
kde se v nasledujicim textu hovofi o vazeni odmérné bariky na analytickych vahach, je uvedenou
hmotnosti myslen pramér ze tfi nezavislych vazeni.

Pfiprava zakladniho roztoku pfiblizné 100 ug/g

Navazka m, izotopové obohaceného materialu obsahujici 10,0 + 0,5 mg kovu se odvazi do 25 ml PP
kédinky. Pro zajisténi dostatecné presnosti a sprévnosti se toto vazeni provadi v laboratofich CMI.
Typicka roz$ifenéa nejistota U(m,) je + 0,02 mq. V pfipadé, kdy izotopové obohaceny material je tvoren
Cistym kovem, odpovida hmotnost m; primo hmotnosti kovu. V pfipadé, kdy preparat je tvoren
slouc¢eninou kovu, provede se pfepocet hmotnosti kovu a slouceniny podle vztahu:

mkov = mslouéenina ) fkov/slouéenina

f =M, /M

kov/slouéenina kov slouéenina

Pozor: k vypoltu nelze pouZzit béZné molarni hmotnosti M nalezené v béZnych tabulkach, ale pro jejich
vypocet je nutné vzit do uvahy izotopové sloZeni konkrétniho preparatu.

Navazka izotopového preparatu se rozpusti ve vhodném rozpoustédle a pomoci vhodného diluentu se
kvantitativné prevede do 100 ml sklenéné odmérné bariky. Barika musi byt vyCisténa a predem
zvazena. Pred vazenim barika musi byt sucha a buni¢inovym kapesnickem zbavena zbytk( i zbytk(
vihkosti, potu a jinych necistot na vnéjsim povrchu. Hmotnost prazdné bariky je m,. Po pfevedeni
roztoku izotopového materialu do bariky se barika doplni po rysku vhodnym diluentem a znova zvaZzi
tak, aby jeji hmotnost neovlivnily necistoty ulpéné na vnéjsim povrchu. Hmotnost bariky po doplnéni je

ma.

Kov |Forma Rozpoustédlo Diluent

Ag Ag HNO; (konc.) HNO; (1 + 20)
Cr Cr HNO; (1 + 1) HNO; (1 + 20)
Cu Cu HNO; (1 + 1) HNO; (1 + 20)
Ni Ni HNO; (1 + 1) HNO; (1 + 20)
Pb Pb(NO3), HNO; (1 + 20) HNO; (1 + 20)
Pt Pt lu¢avka kral. (konc.) HCI (1 +5)

Sn Sn HCI (1 + 1) HCI (1 + 10)
Tl T1,05 HNO; (1 +1) HNO; (1 + 20)
Zn ZnO HNO; (1 + 1) HNO; (1 + 20)
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Vypocet hmotnostniho zlomku izotopového preparatu v zakladnim roztoku se provede podle
vztahu:

m, f

Wiso,za k1l =
“ (ms - mz) - f

kov/slouéenina
vztlak

Hodnota korekcéniho faktoru na vztlak vzduchu f, . je 1,00106.
Stabilita tohoto roztoku je prfi uchovavani v ledni¢ce alespon pét let.
Nejistota hmotnostniho zlomku je dana predevsim nejistotu hmotnosti my:

U(Wis0.24 k) = Wiso 24 U(ml)/ml

Priprava pracovniho roztoku

Suchéa a ¢&ista 100 ml odmérna barika se zvazi (hmotnost m,) i se zatkou. Do bariky se odpipetuje
pfiblizné 20 ml diluentu a barika se uzavfe. Po nékolika minutach, kdy je atmosféra uvnitf bariky plna
nasycenych par diluentu se barika opét zvazi (hmotnost m,) a ponecha se stat na misce vah. Opatrné
se vyjme zatka a do bariky se rychle pneumatickym davkovaéem prida poZadované mnozstvi (2,5 ml
pro roztok zinku, 1 ml pro ostatni kovy) zakladniho roztoku. Barika se uzavre o odecte se jeji hmotnost
(mj3). Poté se barika doplni diluentem po rysku a znova zvazi (hmotnost m,).

Vypocéet hmotnostniho zlomku w,so v tomto roztoku se provede podle vztahu:

m, —m,
Wiso = *Wiso,z4 K

m, —m

Stabilita tohoto roztoku je pfi uchovavani v ledni¢ce alespori Sest mésicu.
Nejistota hmotnostniho zlomku je i pfi tomto stupni fedéni a peclivém provedeni v§eho vazeni dana
pfedevsim nejistotou hmotnostniho zlomku wiso,zax:

U(Wiso) = Wigo - U(Wiso 14 kI)/WISO,zé K

6.3 Hlavni zasady méreni izotopové zred'ovaci metodou
Pracovni rozsah pro metodu izotopového zfedovani je velice flexibilni a da se

rozSifovat volbou hmotnosti vzorku a hmotnosti a koncentrace pfidavku roztoku

izotopové obohaceného standardu, které maji primarni vliv na velikost méfeného
izotopového poméru a tim ale i na nejistotu vysledku. P¥i jejich volbé je nutno vzit do
uvahy tato kritéria:

e maximalni hmotnost vzorku, kterou lze bezpecné rozlozit v mikrovinném
rozkladném zafizeni je 0,5 - 1,0 g susiny podle typu materialu.

e prilis mala navazka vzorku neni vhodna pro nehomogenni materialy.

e navazka pracovniho roztoku izotopové obohaceného materialu mensi nez 50 mg
vede ke zvySeni nejistoty vysledka.

e konec¢na koncentrace analytu v méfenim roztoku by méla byt dostateéné vysoka,
aby se omezil vliv kontaminaci béhem celé procedury.

e méfeny izotopovy pomér by mél byt pokud mozno blizky jednicce.

¢ intenzity vSech izotopu by se mély pfi stejném rezimu detektoru. Eliminuji se tim
chyby zplsobené Spatnym sladénim kalibraci obou rezimd (analogovy a pulsni).

e navazky vzorku i pfidavku pracovniho roztoku izotopové obohaceného materialu
ovliviuji citlivost stanoveni. Plati, ze tim menSi je navazka pracovniho roztoku
izotopové obohaceného materialu, tim vétsi je citlivost. Navazka vzorku ma
opacny vliv.

e navazky vzorku i pfidavku pracovniho roztoku izotopové obohaceného materialu
ovlivruji vliv ostatnich slozek nejistot na kombinovanou nejistotu vysledku.
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Citlivost stanoveni (citlivost je v pfipadé ID-MS definovana jako zména poméru
izotopl vyvolana zménou obsahu analytu ve vzorku df/dw) je kromé vySe
diskutovanych parametrd ovlivnéna volbou mérného a referentniho izotopu. Cim
vétsi je zastoupeni mérného izotopu ve vzorku a zaroven ¢im vétsi je zastoupeni
referentniho izotopu v izotopové obohaceném standardu, tim vétSi bude i citlivost
stanoveni. Volba referentniho izotopu vSak kromé pozadavku na citlivost bude v
fadé pfipadl ovlivnéna i cenou izotopové obohaceného materialu. Tak napf. cena
izotopu °?Ni (pfirodni zastoupeni 3,63 %, obohaceno na 98 %) je zhruba 20 USD za
1 mg, zatimco cena izotopu °*Ni (pfirodni zastoupeni 1,14 %, obohaceno na 99 %) je
priblizné 70 USD za 1 mg. Citlivost stanoveni Ize vSak podstatné zvysit tim, Ze misto
prostého poméru dvou izotopl se méfi pomér dvou skupin izotopu, pfiklady mohou
byt poméry (*®Pb + 2°7Pb + 2®Pp)/2Pb, (°®Ni + °°Ni + °Ni)/**Ni, (“°°Pb + *’Pb +
208pp)/20%ph, (%4zn + %6Zn)/%®zZn a (***Pt + 1°°Pt + 1%°P1)/*8Pt. Kromé zvyseni citlivosti
ma méfeni signalu skupiny izotopl vliv i na kombinovanou nejistotu vysledku
analyzy. Tento vliv je zplUsoben jednak jiz diskutovanym zvySenim citlivosti, dale
zvySenim presnosti méfeni (v dusledku negativni korelace mezi signaly jednotlivych
izotopU uvnitf skupiny bude méfeni signalu odpovidajici sumé izotopu presnéjsi) a
CasteCné i snizenim relativni nejistoty zastoupeni sumy izotopu vuéi nejistoté
zastoupeni jednotlivych izotopu.

Pfi pfipravé vlastniho méficiho programu pro izotopové zifedovani, optimalizaci
nastaveni parametrd hmotnostniho spektrometru a vlastnim méfeni je nutno
vychazet z pokynd obsazenych v manualu pfistroje. Hmotnostni kalibraci
spektrometru (Tuning) je vhodné provést tak, aby zahrnovala vSechny méfené
izotopy analytu a izotopy ruSicich prvk( pouZité pro automatickou matematickou
korekci. Stabilitu kalibrace postacuje kontrolovat jednou za rok. Optimalizaci téch
parametru, které nemaji pfimy vliv na hodnotu méfeného izotopového poméru
(pfikon do plasmatu, napéti na iontové optice, pratok argonu zmlzovadem) se
provadi pomoci roztoku obsahujici sledovany analyt. Optimalizacnim kritériem je
maximalni hodnota signalu izotopu s nejvyssSim vyskytem. Optimalizace pfikonu do
plasmatu se provadi jednou za rok. Optimalizace zbyvajicich dvou parametri se
provadi denné s kazdou davkou méfenych vzorkd. Optimalizace parametrd, které
maji pfimy vliv na hodnotu mé&feného izotopového poméru se provadi pomoci
roztoku analytu se znamym teoreticky izotopovym slozenim (volba tohoto roztoku viz
dale). Mezi tyto parametry patfi odstup stejnosmérné a stfidavé slozky napéti na
tyCich kvadrupodlového hmotnostniho filtru (AC rod offset), rezim odectu signalu
(odecet na vrcholu hmotnostniho piku nebo skanovani profilu hmotnostniho piku) a
Casovy rezim odectu signalu (hodnoty doby odectu signalu). Optimalizacnim
kritériem je shoda naméfeného izotopového poméru s teoretickou hodnotou
(minimalni hmotnostni diskriminace). Optimalizace se provadi béhem vyvoje metody
a oveéfuje se vzdy tehdy, jestlize korekcni faktor na hmotnostni diskriminaci vyboci z
rozsahu 0,95 - 1,05.

V pfipadé, ZzZe pfirodni izotopové sloZeni analytu a sloZeni izotopové
obohaceného materialu umoznuje nékolik variant méreni izotopovych poméru, voli
se ten ktery vede k vys$Si citlivosti méfeni. Vyhodné je méfeni pomérl skupin izotopd,
které z dUvodl vysoké negativni korelace mezi méfenymi hodnotami signall
jednotlivych izotopl vede ke zvySeni presnosti méfeného signalu skupiny izotopu. Z
podobného dldvodu je i nejistota zastoupeni skupiny izotopll mensi nez nejistota
zastoupeni jednotlivych izotopu. Pouze v pfipadé, Ze nékteré izotopy jsou ruSeny
obtiZzné odstranitelnou interferenci, je vyhodnéjsi volit k méfeni izotopy vedouci k
niz8i citlivosti méfeni. llustrativnim pfikladem volby izotopl k méfeni je stanoveni
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zinku. Zastoupeni jednotlivych izotopl v pfirodnim zinku a izotopové obohaceném
materialu je uveden v nasledujici tabulce. Z ni vyplyva moznost méfeni poméru
®4Zn/%®zn, %°zn/*®zn nebo  (**Zn+°°zn)/*®zZn. Z obrazku 6 vyplyva, Ze posledni
moznost vede k nejvysSi citlivosti méfeni.

Izotop Prirodni zinek Izotopové obohaceny

material

64 48,63 + 0,60 % mol/mol | 0,12 £ 0,01 % mol/mol
66 27,90 + 0,27 % mol/mol| 0,11 £ 0,01 % mol/mol
67 4,10+ 0,13 % mol/mol | 0,05+ 0,01 % mol/mol

68 18,75 + 0,51 % mol/mol | 99,71 £ 0,02 % mol/mol
70 0,62 + 0,03 % mol/mol | 0,01 £ 0,005 % mol/mol

20 30 40 50
Wz, [mg/ke]

Obrazek 6: Citlivost stanoveni pfi riznych volbach méfenych izotopovych poméru. 1
-247n/®8zn, 2 - %zn/%®zn, 3 - (**Zn+%°Zn)/*®zn.

lzotopovy pomér nameéfeny hmotnostnim spektrometrem s kvadrupdlovym
filtrem, ktery ma nizkou rozliSovaci schopnost, nemusi byt vzdy spravny, hovofime
0 tzv. hmotnostni diskriminaci. Opravny faktor se ziska méfenim kontrolniho roztoku
obsahujici izotopy analytu ve znamém poméru. Koncentrace analytu v tomto roztoku
by méla odpovidat pfiblizné méfenym vzorkim. Hodnota opravného faktoru na
hmotnostni diskriminaci, kterou se nasobi vSechny naméfené izotopové pomeéry
neznamych vzorkl, se vypocCte vydélenim naméfené a teoretické hodnoty
izotopovych pomeér pro tento roztok. ProtoZze hmotnostni diskriminace kolisa v
prubéhu meéfeni, je nutné méreni kontrolniho vzorku zafazovat za kazdy druhy
neznamy vzorek. Hodnota teoretického izotopového slozeni kontrolniho roztoku
nemusi zcela prfesné odpovidat méfenym izotopovym pomérdm neznamych vzorku,
hmotnostni diskriminace je totiz konstantni v pomérné Sirokém rozmezi izotopovych
pomérd (minimalné v rozmezi 0,2 - 5,0). Je v8ak vyhodné, je-li tento roztok tvofen
pouze jednou slozkou, tedy pouze analytem s prirodnim zastoupenim izotopu nebo
izotopové obohacenym materidlem. Pouze v pfipadé, kdy izotopovy pomér jak
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prirodniho analytu, tak izotopové obohaceného materialu vyboCuje z rozmezi 0,2 -
5,0, je nutné pfipravit kontrolni vzorek vazenim obou téchto slozek.

6.4 Odhad nejistot

Obvykly vypocet nejistoty kombinované z nékolika sloZzek vychazi ze zakona o
Sifeni chyb, pro vypocCet kombinované nejistoty u veli€iny y, ktera je funkci vice
proménnych x; plati:

u(y(xi,xj,..,xn))\/i(%.u(xi)j +Zn:(g.é;i.s(xi,xj)] (27)

i=1 i ij=1 i i

kde u(x;) jsou standardni nejistoty jednotlivych promeénnych a s(x;Xx;) jsou kovariace.
PFimé pouziti tohoto vztahu sice principialné nezplsobuje potize, avSak i v pfipadé
zanedbani kovariacnich ¢leni muze vést pfi aplikaci na isotopové zfedovani k
pomérné slozitym vyrazim. Tyto problémy je mozno velice snadno obejit
pocitaCovou simulaci metodou Monte Carlo. Protoze tato simulace je velmi rychla a
dovoluje snadno ménit celé kombinace hodnot jednotlivych parametrd, je vhodna
nejenom k vypoCtu samotné nejistoty, ale i k optimalizaci méficich metod. Odhad
kombinované nejistoty veli€iny y simulaci Monte Carlo je zalozen na
mnohonasobném opakovani vypoc¢tu hodnoty této veli€iny y ze vstupnich veli€in x;
podle daného funkéniho vztahu. Za jednotlivé veli€iny x; se dosazuji hodnoty
skladajici se ze dvou dlenl: konstantniho €lenu odpovidajici stfedni hodnoté a
nahodného ¢lenu odpovidajicimu chybé& dané veliCiny. Nahodny clen se ziska
vynasobenim nahodného Cisla e s normalnim rozdélenim N(0,1) a standardni
nejistoty u(xj)). Hodnoty standardnich nejistot musi ovSem byt ziskany
experimentalné.

SlozZky nejistot, které se uplatiuji pfi vypo€tu kombinované nejistoty hmotnostniho
zlomku analytu jsou sumarizovany v nize uvedené tabulce spoleCné i s postupy
odhadu jejich velikosti.

Nejistota spojena s méfenim isotopového pomeéru se ur€i opakovanym meérfenim
nékolika roztokd pfipravenych smichanim roztokd obsahujici analyt s pfirodnim
isotopovym sloZenim a dale roztoku isotopové obohaceného standardu, které svym
kone¢nym isotopovym sloZzenim pokryvaji cely pracovni rozsah. Opakovatelnost
meéfeni isotopového pomeéru je obvykle v celém pracovni rozsahu konstantni.
Celkova hodnota opakovatelnosti se proto vypocte jako residudlni smérodatna
odchylka s.. Méfeni kazdého vzorku se vSak sklada z méfeni samotného vzorku a z
mérfeni kontrolniho roztoku pro stanoveni korekce na hmotnostni diskriminaci. Proto
se standardni nejistota méreného isotopového poméru pfiblizné odhadne jako V2-se.

Nejistota vazeni pracovniho roztoku isotopové obohaceného materialu je ponékud
vy$Si (u(wiso) = 0,1 mg) nez nejistota vazeni pevného vzorku (u(ws) = 0,05 mg)
vzhledem k moznému odparovani roztoku béhem vazeni.

Isotopové slozeni a Cistota isotopové obohaceného standardu jsou obvykle
vyrobcem preparatu stanoveny s malou nejistotou a tak tvofi zanedbatelny
pfispévek ke kombinované nejistoté. PrFirodni isotopové slozeni nékterych prvku
vSak mize vyznamné kolisat od lokality k lokalité a primérné hodnoty udavané v
rlznych tabulkach jsou zatizeny znac¢nou nejistotou. Jedna se napf. o olovo, jehoz
rizné isotpopy jsou konecnym ¢lankem radioaktivnich rozpadovych fad, a o zinek.
Tuto sloZzku nejistoty by bylo mozné eliminovat stanovenim pfesného isotopvého
slozeni kazdého konkrétniho vzorku, to je vSak na pfistrojich ICP-MS nemozné.

Nejistotu sloZzeni roztoku isotopové obohaceného standardu Ize podstatné sniZit
tim, Ze vSechny operace odmérovani objemu béhem jeho pfipravy se nahradi
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vazenim. Vysledny hmotnostni zlomek je urCen s nizSi nejistotou nez hmotnostni
koncentrace a je i teplotné nezavisly. Takto pfipraveny roztok se do vzorku
neodméruje, ale odvazuje, coz vede k dalSimu snizeni kombinované nejistoty
koneéného vysledku.

Prehled sloZek nejistot pfi analyze metodou ID-MS

Slozka Zpusob odhadu Zahrnuti do
nejistoty opakovatelnosti
Ain vypocet z * ne
Aon vypocet z * ne
A1iso vypocet z dat vyrobce ne
Aziso vypocet z dat vyrobce ne
Mg experimentalné opakovanym vazenim ano
Miso experimentalné opakovanym vazenim ano
Wiso vypoCtem z nejistot vazeni pfi pfiprave |ne
roztoku
f experimentalné méfzenim roztokl s riznym [ano
isotopovym sloZzenim
nehomogenita ? ano
vzorku
rozklad vzorku nulovy pfispévek za predpokladu, ze
rozklad je totalni a pfidavek isotopové
obohaceného standardu je pfidan pfred
rozkladem
kontaminace experimentalné analyzou slepych pokusu ano

*napf. IUPAC: Pure Appl. Chem., 70, 217, 1998.

Pfi sluCovani slozek nejistoty do skupin je nutné vzit do uvahy to, zda se tyto
slozky zapojuji do opakovatelnosti analyzy. Mozné déleni je napf. toto: slozky
neobsazené v opakovatelnosti Unon-rep(W), SloZky obsazené v opakovatelnosti s
vyjimkou kontaminace up(Ww) a nejistota zpusobena variabilitou kontaminace
Ucont(W). Velikosti nejistot prvnich dvou skupin |ze odhadnou pomoci Monte-Carlo
simulaci za pouziti experimentalnich dat, velikost posledni slozky se odhadne
z analyz slepych pokusu.

Kombinovana hodnota hmotnostniho zlomku analytu ve vzorku ziskaného jako
primér z n stanoveni se vypocte podle vztahu:

Uy (W) = U e (W) + U2, (W) /1 U2, (W) / (28)

Jiny zpusob vypoltu kombinované nejistoty vychazi pfimo z experimentalni
hodnoty smérodatné odchylky opakovatelnosti Syep(W):

u (W) = Ju2,, ., (W) +52,(w)/n (29)
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Pouziti tohoto vypoctu je vyhodné zejmeéna tehdy, jestlize se do opakovatelnosti se
promitnou i vlivy nezahrnuté do pfedchoziho modelu. Jedna se zejména o vliv
nehomogenity vzorku.

6.5 Nejlepsi kalibraéni schopnost (CMC)

Za idealni pfipad se povazuje analyza Cistého roztoku analytu, kdy odpada
nutnost rozkladu vzorku a separace rusicich slozek. Je-li v idealnim pfipadé znamo
isotopové sloZeni vzorku i isotopové obohaceného materialu se zanedbatelnou
nejistotou, je nejlepsi mérici schopnost ovlivnéna predevsSim opakovatelnosti méreni
isotopovych poméru (v idealnim pfipadé s(f) = 0,2 %) a nejistotou hmotnostniho
zlomku pracovniho roztoku isotopové obohaceného standardu (u((wiso) = 0,1 %).
Kombinaci téchto dvou slozek nejistot se ziska hodnota relativni nejistoty vysledku
pfiblizné 0,25 %, coz odpovida nejlepsi kalibracni schopnosti, CMC (relativni
rozSifené nejistoté) 0,5 %.
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Priloha Il
Prehled legislativy
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PREHLED PRAVNICH PREDPISU VZTAHUJICH SE
K PROBLEMATICE MERENI REZIDUIi PESTICIDU A PAU

A. Legislativni Uprava pozadavku na rezidua pesticidi a na metody
jejich stanoveni

Mezi pesticidy se fadi nékolik zcela riznych skupin latek s velmi odliSnymi fyzikalné-
chemickymi vlastnostmi. Protoze se jedna o latky zamérné vyrabéné a cilené
pouzivané, musi byt pfed uvedenim na trh podrobeny pomérné pfisnému
registracnimu fizeni jehoz podminkou je rovnéz dokumentovani metod stanoveni
ucinné latky v pfipravku a jejich rezidui v plodinach na které je schvalovan.
Podminky v&etné zakladnich zasad Spravné laboratorni praxe pfi testovani pfipravku
uvadi Vyhlaska €. 329/2004 Sb. o pfipravcich a dalSich prostfedcich na ochranu
rostlin.

Pro sledovani rezidui pesticidu v plodinach, potravinach a vodach se vSak v praxi
pouzivaji tzv. multidetekéni metody, které jsou schopny v jediném analytickém
procesu identifikovat a stanovit vétSi poCet pesticidnich latek (potencialné 80 az 200)
pro které jsou legislativné predepsany limitni hodnoty nazvané jako Maximalni Limity
Rezidui (MLR). Upravit legislativné MLR pro velky pocet pesticidd v riznych
matricich je pomérné naro¢né. Na mezinarodni urovni jsou pfijimany MLR, které
slouzi jako doporu€ené ale vzhledem k riznym podminkam jednotlivych zemi se
mohou konkrétni hodnoty v jednotlivych zemich — dokonce i vramci zemi EU -
ponékud lidit (nesmi tim ovSem byt nikterak narusen princip volného pohybu zbozi
v jednotném evropském prostoru).

Nelze opomenout skute€nost, ze legislativa v oblasti pesticidl primarné vychazi ze
stanovisek, doporuceni a standardu expertni Komise Codex Alimentarius (CAC)
pracujici v ramci Svétové organizace pro zemédélstvi a vyzivu (FAO) ve spolupraci
se Svétovou zdravotnickou organizaci (WHO). CAC pak vydava i ¢etné metodické
dokumenty vztahujici se ke kvalité vysledkl rezidualnich analyz, vCetné validace
metod, odhadu nejistot apod.

Evropska Komise zatim ponecha jednotlivym ¢lenskym zemim urcitou volnost
v pFistupech k regulaci rezidui pesticidu a uréeni narodnich MRL a do tohoto procesu
zasahuje spiSe pestrou fadou mnoha dilCich smérnic, z nichz kazda feSi zpravidla
jen malou Cast problematiky a Casto jen dopliuje & méni smérnice predchozi.
Harmonizace MRL v ramci EU je proto dost obtizna a nepfilis transparentni. Formou
Nafizeni nebo Rozhodnuti Komise jsou regulovany spise obecné zasady a principy a
ani samotné analytické metody nejsou pfesnéji vymezovany tak, aby nebyl zbyte¢né
.inhibovan“ prudky rozvoj modernich technik umoznujicich rozsifit po€et sledovanych
latek, zvySit spolehlivost identifikace a zvySit presnost vysledku pfi snizeni mezi
stanovitelnosti.

Kli€¢ovym dokumentem, ktery vydalo DG SANCO v oblasti analyzy rezidui pesticidl
v plodinach a potravinach je Document N° SANCO/10232/2006 podrobné popisujici
postupy a kriteria pro Fizeni kvality vysledkll a Document N° SANCO/825/00 rev. 7
popisujici naroky na analytické metody, v€etné metod pouzivanych pro monitoring
pesticidd v pudé a vodé.

Jako navod pro zajiStovani kvality vysledkl a jejich interpretaci Ize pouzit také
nékteré pravni predpisy EU, které nebyly explicitné urCeny pro stanoveni rezidui
pesticidl v potravinach rostlinného plvodu ale obsahuji obecné principy a algoritmy,
které zde mohou byt opravnéné a velmi uspésné aplikovany. Jde napf. o Rozhodnuti
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Komise 2002/657/ES, které se formalné vztahuje jen na ZivocCiSné produkty
(pfedevSim se jedna o rezidua veterinarnich léCiv apod.).

Vzhledem ke skuteCnosti, Ze pro tzv. ,moderni pesticidy“ nejsou k dispozici zadné
matricové CRM, je extrémné dulezita pravidelna ucast laboratofi v mezilaboratornim
testovani zpusobilosti a spolu s tim je také pro ufedni laboratofe vytvarena sit
evropskych a narodnich referencnich laboratofi jako center excelence.

Celkovy prehled legislativnich pFedpistu tykajicich se rezidui pesticidd a jejich
stanoveni je uveden v Pfiloze 1.

Legislativni uprava pozadavki na polycyklické aromatické
uhlovodiky (PAU) a na metody jejich stanoveni

Polycyklické aromatické uhlovodiky (PAU) jsou pfedmétem zajmu regulatornich
organu jak v oblasti potravin, tak i slozek zivotniho prostredi.

V Ceské republice bylo na zakladé dnes jiz neplatné provadéci vyhlasky &. 53/2002
Sb. k Zakonu €. 110/1997 Sb. o potravinach a tabakovych vyrobcich zavedeno
sledovani obsahu celkem 9 individualnich latek (PAU) - benz[a]anthracen,
benzo[b]fluoranthen, benzo[k]fluoranthen, chrysen, dibenz[a,h]anthracen,
benzo[a]pyren, indeno[l1,2,3-cd]pyren, dibenz[a,i]pyren, dibenz[a,h]pyren. Podle
tohoto pravniho pfedpisu nemély koncentracni hladiny zminénych analytd napf. v
rybach prekrogit hodnotu tzv. pfipustného mnozstvi (PM) 0,001 mg.kg™, v kavé, obili,
ovoci, listové zeleniné a tucich 2 pg/kg a v masnych vyrobcich a uzenych rybach
0,003 mg.kg™?. PFipustné mnozZstvi bylo stanoveno jednotlivé pro jednotlivé PAU,
pricemz celkovy obsah (suma) téchto 9 latek nesméla prekrocCit desetinasobek takto
uvedenych limitd.

Pozdéjsi vyhlaskou &. 305/2004 Sb., kterou byly stanoveny druhy kontaminujicich a
toxikologicky vyznamnych latek a jejich pfipustné mnozZstvi v potravinach, byly uz
PAU limitovany pouze v jedlych olejich. Bylo stanoveno nejvyssi pripustné mnozstvi
(NPM) 0,002 mg.kg™ pro jednotlivé PAU ((benzo[a]anthracen, benzol[b]fluoranthen,
benzo[K]fluoranthen, chrysen, dibenzo[a,h]anthracen, benzo[a]pyren, indeno[1,2,3-
c,d]pyren, dibenzo[a,i]pyren, dibenzo[a,h]pyren) a zaroven celkovy obsah
vyjmenovanych latek v potraviné nesmél prekrocCit desetinasobek NPM (tedy 0,02
mg.kg™ jako suma PAU).

V dob& vstupu Ceské republiky do Evropské unie nebyla pro PAU stanovena
evropskou legislativou prakticky Zadna omezeni a proto byla na GUzemi CR nadale
aplikovana pouze vyhlaska ¢. 305/2004 Sb.

Dne 4. unora 2005 bylo vydano Nafizeni Komise Evropského spolecCenstvi C.
208/2005/ES, kterym se méni nafizeni Komise ¢&. 466/2001/ES, pokud jde o
polycyklické aromatické uhlovodiky a stanovi maximalni limity benzo[a]pyrenu ve
vybranych potravinach (viz Tabulka).

Ke stejnému datu (4. unora 2005) vydala Komise Evropskych spoleCenstvi
také Doporuceni o dalSim zjiStovani obsahu polycyklickych aromatickych uhlovodiku
v nékterych potravinach. K vydani tohoto doporu€eni vedla pfetrvavajici pochybnosti
tykajici se metodik zjistovani obsahu karcinogennich PAU v potravinach, dale
potifeba potvrdit, zda je nadale vhodné pouzivat benzo[a]pyren jako indikator vyskytu
a ucinku karcinogennich PAU a také potfeba dale sledovat vliv vyrobnich a
zpracovatelskych metod potravin na vznik PAU.

Souc€asné s tim byla vydana Smérnice Komise 2005/10/ES, ktera v Pfiloze Il
velice podrobné specifikuje kliCové pozZadavky na metody analyzy benzo[a]pyrenu.
Pro dfedni kontrolu potravin jsou zde dokonce stanoveny maximalni hodnoty limitu
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detekce (0,0003 mg.kg™) a meze stanovitelnosti (0,0009 mg.kg™), dale vytéznosti (50
— 120 %) aj. Maximalni jesté pfijatelna standardni nejistota vysledku nesmi prekrocit
hodnotu vypoctenou z detekéniho limitu pouzité metody a aktualné namérené
koncentrace benzo[a]pyrenu na zakladé vztahu uvedeného pfimo ve Smérnici.

Tabulka: Maximalni limity pro benzo[a]pyren v urlitych potravinach (napf.
208/2005/ES)

Maximalni limit
Produkt (Mg/kg Cerstvé
hmotnosti)

2,0

oleje a tuky ur€ené pro pfimou lidskou spotifebu nebo
k pouZiti jako potravinova sloZka

potraviny pro kojence a malé déti

obilné a ostatni pfikrmy pro kojence a malé déti
pocCatecCni a pokracujici kojenecka vyZziva, v€etné 1,0
pocate€niho a pokracujiciho mléka pro kojence
dietni potraviny pro zvlastni |éCebné ucely, urCené
specialné pro kojence

uzeniny a uzené masné vyrobky 5,0
libové uzené ryby a uzené produkty rybolovu,

s vyjimkou miZQ 5.0
neuzené libové ryby 2,0
neuzeni korySi a hlavonoZzci 5,0
mlzi 10,0

Pro vybér a validaci metod stanoveni PAU v potravinach jsou rovnéz velmi cenné
oficialni védecké zpravy, které shrnuji problematiku vyskytu a hodnoceni PAU
v potravinach a nevyhnutelné se vénuji rovnéz analytickym metodam a jejich
vhodnosti pro dany ucCel. Dva nejvyznamnéjSi dokumenty zpracované v ramci
expertnich stanovisek pro Evropskou Komisi jsou proto citovany v prehledu
legislativnich dokumentl (Pfiloha 1).

Nelze opomenout také oblast zivotniho prostfedi, kde limitni hodnoty pro PAU byly
stanoveny jak pro povrchové a pitné vody tak i pro odpady. PAU patfi také
k vyznamnym ukazatelim kvality venkovniho ovzdusi.
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Priloha 1

Seznam pravnich predpist, které se vztahuji k problematice méreni rezidui
pesticidu a PAU

A. Pesticidy
I. Narodni legislativa (vyhlasky citovany bez odkazu na pfislusny zakon)

1. Vyhlaska €. 158/2004 Sb., kterou se stanovi maximalné pfipustné mnozstvi
rezidui jednotlivych druhl pesticidu v potravinach a potravinovych surovinach.

2. Vyhlaska €. 68/2005 Sb., kterou se méni vyhlaska Ministerstva zdravotnictvi €.
158/2004 Sb., kterou se stanovi maximalné pfipustné mnozstvi rezidui
jednotlivych druhu pesticidu v potravinach a potravinovych surovinach.

3. Vyhlaska ¢. 400/2006 Sb. kterou se méni vyhlaska €. 158/2004 Sb., kterou se
stanovi maximalné pfipustné mnozstvi rezidui jednotlivych druh( pesticidd v
potravinach a potravinovych surovinach, ve znéni vyhlasky ¢. 68/2005 Sb.

4. Vyhlaska &. 54/2004 Sb. o potravinach pro zvlastni vyzZivu a zpusobu jejich
pouZziti.
5. Viyhlaska ¢. 329/2004 Sb. o pripravcich a dalSich prostfedcich na ochranu

rostlint.

6. Viyhlaska ¢. 371/2006 Sb., kterou se méni vyhlaska ¢. 329/2004 Sb., o
pfipravcich a dal$ich prostfedcich na ochranu rostlin®.

7. Narizeni vlady ¢. 61/2003 Sh. o ukazatelich a hodnotach pfipustného
znedisténi povrchovych a odpadnich vod.*

8. Vyhlaska ¢. 262/2004 Sb., kterou se stanovi hygienické poZadavky na pitnou
a teplou vodu a &etnost a rozsah kontroly pitné vody™*.

Il. Evropské a mezinarodni dokumenty
Smérnice Komise
Nové —r. 2006, dosud nezahrnuté v platné narodni vyhlaskach (1.)

1. Smérnice Komise 2006/30/ES z dne 13. bfezna 2006, kterou se méni pfilohy
smérnic Rady 86/362/EHS, 86/363/EHS a 90/642/EHS, pokud jde
0 maximalni limity rezidui skupiny latky benomyl

2. Smeérnice Komise 2006/53/ES ze dne 7. ¢ervna 2006, kterou se méni
smérnice Rady 90/642/EHS, pokud jde o maximalni limity rezidui
fenbutatinoxidu, fenhexamidu, kyazofamidu, linuronu,
triadimefonu/triadimenolu, pymetrozinu a pyraklostrobinu stanovené
v uvedené smeérnici

3. Smeérnice Komise 2006/59/ES ze dne 28. ¢ervna 2006, kterou se méni pfilohy
smérnic Rady 76/895/EHS, 86/362/EHS, 86/363/EHS a 90/642/EHS, pokud

! netyka se primo analyzy rezidui pesticidii v potravinach
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jde o maximalni limity rezidui u karbaryl, deltamethrin, endosulfan,
fenithrothion, methidathion a oxamyl

Smérnice Komise 2006/60/ES ze dne 7. Cervence 2006, kterou se méni
prilohy smérnice Rady 90/642/EHS, pokud jde o maximalni limity rezidui

u trifloxystrobinu, thiabendazolu, abamektinu, benomylu, karbendazimu,
thiofanat-methylu, myklobutanylu, glyfosfatu, trimethylsulfonia, fenpropimorfu
a chlormekvatu

Smeérnice Komise 2006/61/ES ze dne 7. Cervence 2006, kterou se méni
prilohy smérnic Rady 86/362/EHS, 86/363/EHS a 90/642/EHS, pokud jde
o0 maximalni limity rezidui u atrazinu, anzifos-ethylu, cyfluthrinu, ethefonu,
fenthionu, methamidofosu, methomylu, parakvatu a triazofosu

Smérnice Komise 2006/62/ES ze dne 12. ¢ervence 2006, kterou se méni
pFilohy smérnic Rady 76/895/EHS, 86/362/EHS, 86/363/EHS a 90/642/EHS,
pokud jde o maximalni limity rezidui latek desmedifam, fenmedifam

a chlorfenvinfos

Smeérnice Komise 2006/64/ES ze dne 18. Cervence 2006, kterou se méni
smérnice Rady 91/414/EHS za u€elem zarazeni u€innych latek klopyralidu,
cyprodinilu, fosetylu a trinexapaku

JiZ implementované v narodnich vyhlaskach (I.)

1.

Smeérnice Rady 76/895/EHS ze dne 23. listopadu 1976 tykajici se stanoveni
maximalnich limita rezidui pesticidl v ovoci a zeleniné a na nich.

Smeérnice Komise 80/428/EHS ze dne 28. bfezna 1980, kterou se méni
pfiloha Il ke smérnici Rady 76/895/EHS tykajici se stanoveni maximalnich
limitG rezidui pesticidd v ovoci a zeleniné a na nich.

Smeérnice Rady 81/36/EHS ze dne 9. unora 1981, kterou se méni pfiloha Il ke
smérnici 76/895/EHS tykajici se stanoveni maximalnich limitd rezidui pesticida
v ovoci a zeleniné a na nich.

Smeérnice Rady 82/528/EHS ze dne 19. Cervence 1982, kterou se méni
pFiloha Il ke smérnici 76/895/EHS tykajici se stanoveni maximalnich limitd
rezidui pesticidu v ovoci a zeleniné a na nich.

Smérnice Rady 86/362/EHS ze dne 24. Cervence tykajici se stanoveni
maximalnich limitd rezidui pesticidu v obilninach a na nich.

Smérnice Rady 86/363/EHS tykajici se stanoveni maximalnich limita rezidui
pesticidl v potravinach zivocisného puvodu a na nich.
Smeérnice Rady 90/642/EHS tykajici se stanoveni maximalnich limitd rezidui

pesticidl v ur€itych produktech rostlinného ptvodu a na nich v€etné ovoce a
zeleniny.

Smeérnice Rady 88/298/EHS ze dne 16. kvétna 1988, kterou se méni pfiloha Il
ke smérnicim 76/895/EHS a 86/362/EHS tykajicim se stanoveni maximalnich
limit( rezidui pesticidi v ovoci a zeleniné a na nich a v obilninach.

Smérnice Rady 89/186/EHS ze dne 6. bfezna 1989, kterou se méni pfiloha Il
ke smérnicim 76/895/EHS tykajicim se stanoveni maximalnich limitl rezidui
pesticidd v ovoci a zeleniné a na nich.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Smeérnice Rady 91/414/EHS ze dne 15. Cervence 1991 o uvadéni pfipravku
na ochranu rostlin na trh.

Smeérnice Rady 93/57/EHS ze dne 29. Cervna 1993, kterou se méni pfilohy ke
smérnicim 86/362/EHS a 86/363/EHS tykajicim se stanoveni maximalnich
limitG rezidui pesticidd v obilninach a na nich a v potravinach zZivoc€isného
pavodu a na nich.

Smeérnice Rady 93/58/EHS ze dne 29. Cervna 1993, kterou se méni pfiloha Il
ke smérnici 76/895/EHS tykajici se stanoveni maximalnich limitd rezidui
pesticidd v ovoci a zeleniné a na nich a pfiloha ke smérnici 90/642/EHS
tykajici se stanoveni maximalnich limitl rezidui pesticidd v urcitych
produktech rostlinného plvodu a na nich, v€etné ovoce a zeleniny, a kterou se
stanovi prvni seznam maximalnich limitu.

Smeérnice Rady 94/29/EHS ze dne 23. Cervna 1994, kterou se méni prilohy ke
smérnicim 83/362/EHS a 86/363/EHS tykajicim se stanoveni maximalnich
limitG rezidui pesticidl v obilninach a na nich a v potravinach zivocisného
pavodu a na nich.

Smeérnice Rady 94/30/EHS ze dne 23. Cervna 1994, kterou se méni pfiloha ke
smérnici 90/642/EHS tykajici se stanoveni maximalnich limitd rezidui pesticidu
v urcitych produktech rostlinného plavodu a na nich, v€etné ovoce a zeleniny,
a kterou se stanovi seznam maximalnich limitd.

Smeérnice Rady 95/38/ES ze dne 17. Cervence 1995, kterou se méni pfilohy |
a Il ke smérnici 90/642/EHS tykajici se stanoveni maximalnich limitG rezidui
pesticida v urcitych produktech rostlinného plvodu a na nich, v€etné ovoce a
zeleniny, a kterou se stanovi seznam maximalnich limitu.

Smeérnice Rady 95/39/ES ze dne 17. Cervence 1995, kterou se méni pfilohy
ke smérnicim 86/362/EHS a 86/363/EHS tykajicim se stanoveni maximalnich
limitG rezidui pesticidd v obilninach a na nich a v potravinach zivocisného
pavodu a na nich.

Smeérnice Rady 95/61/ES ze dne 29. listopadu 1995, kterou se méni pfiloha
ke smérnici 90/642/EHS tykajici se stanoveni maximalnich limitd rezidui
pesticida v urcitych produktech rostlinného plvodu a na nich, v€etné ovoce a
zeleniny.

Smeérnice Rady 96/23/ES ze dne 29. dubna 1996 o kontrolnich opatfenich u
nékterych latek a jejich rezidui v Zivych zvifatech a Zivo€iSnych produktech a o
zruSeni smérnic 85/358/EHS a 86/469/EHS a rozhodnuti 89/187/EHS a
91/664/EHS

Smeérnice Rady 96/32/ES ze dne 21. kvétna 1996, kterou se méni priloha Il ke
smérnici 76/895/EHS tykajici se stanoveni maximalnich limiti rezidui pesticidd
v ovoci a zeleniné a na nich a pfiloha Il ke smérnici 90/642/EHS tykajici se
stanoveni maximalnich limitG rezidui pesticidd v urcitych produktech
rostlinného pavodu a na nich, v€etné ovoce a zeleniny, a kterou se stanovi
seznam maximalnich limita.

Smeérnice Rady 96/33/ES ze dne 21. kvétna 1996, kterou se méni pfilohy ke
smérnicim 86/362/EHS a 86/363/EHS tykajicim se stanoveni maximalnich
limit( rezidui pesticid v obilninach a na nich a v potravinach zZivoc¢iSného
pavodu a na nich.
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21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

Smeérnice Rady 97/41/ES ze dne 25. Cervna 1997, kterou se méni smérnice
76/895/EHS, 86/362/EHS, 86/363/EHS a 90/642/EHS tykajici se stanoveni
maximalnich limitd rezidui pesticidl v ovoci a zeleniné, v obilninach,
potravinach zivocisného plvodu a v uréitych produktech rostlinného puvodu a
na nich, v€etné ovoce a zeleniny.

Smérnice Komise 97/71/ES ze dne 15. prosince 1997, kterou se méni pfilohy
ke smérnicim 86/362/EHS, 86/363/EHS a 90/642/EHS tykajicim se stanoveni
maximalnich limita rezidui pesticidl v obilninach, v potravinach zivo¢isného
puvodu a v urc€itych produktech rostlinného pivodu a na nich, v€etné ovoce a
zeleniny.

Smeérnice Komise 98/82/ES ze dne 27. fijna 1998, kterou se méni pfilohy ke
smérnicim Rady 86/362/EHS, 86/363/EHS a 90/642/EHS tykajicim se
stanoveni maximalnich limitl rezidui pesticidl v obilninach, v potravinach
zivocisného plvodu a v urcitych produktech rostlinného puavodu a na nich,
vCetné ovoce a zeleniny.

Smeérnice Komise 1999/65/ES ze dne 24. Cervna 1999, kterou se méni
smérnice Rady 86/362/EHS a 90/642/EHS tykajici se stanoveni maximalnich
limitd rezidui pesticid( v obilninach a v urcitych produktech rostlinného pavodu
a na nich, v€etné ovoce a zeleniny.

Smeérnice Komise 1999/71/ES ze dne 14. Cervence 1999, kterou se méni
pFilohy ke smérnicim Rady 86/362/EHS, 86/363/EHS a 90/642/EHS tykajicim
se stanoveni maximalnich limitd rezidui pesticidu v obilninach, v potravinach
zivoCiSného puvodu a v urcitych produktech rostlinného puvodu a na nich,
v€etné ovoce a zeleniny.

Smeérnice Komise 2000/24/ES ze dne 28. dubna 2000, kterou se méni pfilohy
smérnic Rady 76/895/EHS, 86/362/EHS, 86/363/EHS a 90/642/EHS o
stanoveni maximalnich limitG rezidui pesticidl v obilninach, v potravinach
zivocisného plvodu a v uritych produktech rostlinného pavodu, véetné ovoce
a zeleniny, a na nich.

Smérnice Komise 2000/42/ES ze dne 22. Cervna 2000, kterou se méni pfilohy
smérnic Rady 86/362/EHS, 86/363/EHS a 90/642/EHS o stanoveni
maximalnich limitd rezidui pesticidl v obilninach, v potravinach zivog¢isného
pavodu a v urcitych produktech rostlinného plivodu, v€éetné ovoce a zeleniny,
a na nich.

Smeérnice Komise 2000/48/ES ze dne 25. ¢ervence 2000, kterou se méni
prilohy smérnic Rady 86/362/EHS a 90/642/EHS o stanoveni maximalnich
limitd rezidui pesticidl v obilninach a v urcitych produktech rostlinného
pavodu, véetné ovoce a zeleniny, a na nich.

Smérnice Komise 2000/57/ES ze dne 22. zafi 2000, kterou se méni prilohy
smérnic Rady 76/895/EHS a 90/642/EHS o stanoveni maximalnich limitt
rezidui pesticidl v ovoci a zeleniné a v urcitych produktech rostlinného
pavodu, véetné ovoce a zeleniny, a na nich.

Smérnice Komise 2000/58/ES ze dne 22. zafi 2000, kterou se méni prilohy
smérnic Rady 86/362/EHS, 86/363/EHS a 90/642/EHS o stanoveni
maximalnich limitd rezidui pesticidd v obilninach, v potravinach zivocisSného
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31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

puvodu a v urcitych produktech rostlinného plivodu, v€éetné ovoce a zeleniny,
a na nich.

Smeérnice Komise 2000/81/ES ze dne 18. prosince 2000, kterou se méni
prilohy smérnic Rady 86/362/EHS, 86/363/EHS a 90/642/EHS o stanoveni
maximalnich limitd rezidui pesticidl v obilninach, v potravinach zivocisného
puvodu a v urcitych produktech rostlinného plivodu, v€etné ovoce a zeleniny,
a na nich.

Smérnice Komise 2000/82/ES ze dne 20. prosince 2000, kterou se méni
prilohy smérnic Rady 76/895/EHS, 86/362/EHS, 86/363/EHS a 90/642/EHS o
stanoveni maximalnich limitl rezidui pesticid v ovoci a zeleniné, v obilninach,
v potravinach zivocisného plvodu a v urcitych produktech rostlinného puvodu,
v€etné ovoce a zeleniny, a na nich.

Smeérnice Komise 2001/35/ES ze dne 11. kvétna 2001, kterou se méni pfilohy
smérnice Rady 90/642/EHS o stanoveni maximalnich limitd rezidui pesticidd v
urc€itych produktech rostlinného pavodu a na nich, v€etné ovoce a zeleniny.

Smérnice Komise 2001/39/ES ze dne 23. kvétna 2001, kterou se méni pfilohy
smérnic Rady 86/362/EHS, 86/363/EHS a 90/642/EHS o stanoveni
maximalnich limita rezidui pesticidl v obilninach, v potravinach zivogisného
pavodu a v ur€itych produktech rostlinného plvodu a na nich, véetné ovoce a
zeleniny, a na nich.

Smeérnice Komise 2001/48/ES ze dne 28. Cervna 2001, kterou se méni pfilohy
smérnic Rady 86/362/EHS a 90/642/EHS o stanoveni maximalnich limitd
rezidui pesticidu v obilninach a na nich a v urcitych produktech rostlinného
puvodu a na nich, v€etné ovoce a zeleniny, a na nich.

Smeérnice Komise 2001/57/ES ze dne 25. ¢ervence 2001, kterou se méni
prilohy smérnic Rady 86/362/EHS, 86/363/EHS a 90/642/EHS o stanoveni
maximalnich limitd rezidui pesticidl v obilninach a na nich, v potravinach
zivocisného plvodu a v urcitych produktech rostlinného puavodu a na nich,
vCetné ovoce a zeleniny, a na nich. Smérnice Komise 2002/5/ES ze dne 30.
ledna 2002, kterou se méni pfiloha Il smérnice Rady 90/642/EHS o stanoveni
maximalnich limitd rezidui pesticidd v urcitych produktech rostlinného pavodu
a na nich, vCetné ovoce a zeleniny, a na nich.

Smeérnice Komise 2002/23/ES ze dne 26. unora 2002, kterou se méni pfilohy
smérnic Rady 86/362/EHS, 86/363/EHS a 90/642/EHS o stanoveni
maximalnich limita rezidui pesticidl v obilninach a na nich, v potravinach
zivoCisného plvodu a v uritych produktech rostlinného puavodu a na nich,
v€etné ovoce a zeleniny, a na nich.

Smérnice Komise 2002/42/ES ze dne 17. kvétna 2002, kterou se méni pfilohy
smérnic Rady 86/362/EHS, 86/363/EHS a 90/642/EHS o stanoveni
maximalnich limita rezidui pesticidl v obilninach a na nich, v potravinach
zivocisného plvodu a v uréitych produktech rostlinného puavodu a na nich,
vCetné ovoce a zeleniny, a na nich.

Smérnice Komise 2002/66/ES ze dne 16. Cervence 2002, kterou se méni
prilohy smérnic Rady 76/895/EHS, 86/362/EHS, 86/363/EHS a 90/642/EHS o
stanoveni maximalnich limitl rezidui pesticidl v ovoci a zeleniné, v obilninach,
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v potravinach Zivocisného plvodu a v urcitych produktech rostlinného pavodu
a na nich, vCetné ovoce a zeleniny, a na jejich povrchu.

Smeérnice Komise 2002/71/ES ze dne 19. srpna 2002, kterou se méni pfilohy
smérnic Rady 76/895/EHS, 86/362/EHS, 86/363/EHS a 90/642/EHS o
stanoveni maximalnich limitl rezidui pesticidt (formothionu, dimethoatu,
oxydeme-thon.methylu) v ovoci a zeleniné, v obilninach, v potravinach
zivoCiSného puvodu a v urcitych produktech rostlinného puvodu a na nich,
vCetné ovoce a zeleniny, a na jejich povrchu.

Smeérnice Komise 2002/76/ES ze dne 6. zafi 2002, kterou se méni pfilohy
smeérnic Rady 86/362/EHS a 90/642/EHS o stanoveni maximalnich limitd
rezidui pesticidu (metsulfuron-methylu) v obilninach a v urcitych produktech
rostlinného pavodu a na nich, v€etné ovoce a zeleniny, a na jejich povrchu.

Smeérnice Komise 2002/79/ES ze dne 2. fijna 2002, kterou se méni pfilohy
smérnic Rady 76/895/EHS, 86/362/EHS, 86/363/EHS a 90/642/EHS o
stanoveni maximalnich limitl rezidui pesticidi v ovoci a zeleniné, v obilninach,
v potravinach zivocisného plavodu a v ur€itych produktech rostlinného puavodu
a na nich, v€etné ovoce a zeleniny, a na jejich povrchu.

Smérnice Komise 2002/97/ES ze dne 16. prosince 2002, kterou se méni
prilohy smérnic Rady 86/362/EHS, 86/363/EHS a 90/642/EHS o stanoveni
maximalnich limitd rezidui pesticidd (2,4-D, triasulfuronu a thifensulfuron-
methylu) v obilninach, v potravinach zivoc€isného plvodu a v urcitych
produktech rostlinného pivodu, v€etné ovoce a zeleniny, a na jejich povrchu.

Smeérnice Komise 2002/100/ES ze dne 20. prosince 2002, kterou se méni
pFiloha smérnice 90/642/EHS o stanoveni maximalnich limit( rezidui pesticidu
pro azoxystrobin.

Smeérnice Komise 2003/13/EC ze dne 10. unora 2003, kterou se méni
smérnice 96/5/ES o zpracovanych potravinach na bazi obilovin a détskych
potravinach pro kojence a malé déti.

Smeérnice Komise 2003/14/EC ze dne 10. Unora 2003, kterou se méni
smérnice 91/321/EHS o kojeneckych vyZivach a pokraCovacich vyZivach.

Smeérnice Komise 2003/60/ES ze dne 18. Cervna 2003, kterou se méni pfilohy
smérnic Rady 76/895/EHS, 86/362/EHS, 86/363/EHS a 90/642/EHS o
stanoveni maximalnich limitl rezidui pesticid v obilninach a na nich, v
potravinach zivocisného plvodu a v uréitych produktech rostlinného puvodu a
na nich, v€etné ovoce a zeleniny, a na nich.

Smérnice Komise 2003/62/ES ze dne 20. ervna 2003, kterou se méni pfilohy
smeérnic Rady 86/362/EHS a 90/642/EHS o stanoveni maximalnich limitd
rezidui pesticidl pro hexaconazole, clofentezine, myclobutanyl a prochloraz.

Smérnice Komise 2003/69/ES ze dne 11. Cervence 2003, kterou se méni
priloha smérnice Rady 90/642/EHS, pokud jde o stanoveni maximalnich limitQ
rezidui pesticidl pro chlormequat, lambda-cyhalothrin, kresoxim-methyl,
azoxystrobin a dithiokarbamaty.

Smérnice Komise 2003/113/ES ze dne 3. prosince 2003, kterou se méni
prilohy smérnice Rady 86/362/EHS, 86/363/EHS a 90/642/EHS, pokud jde o
stanoveni maximalnich limit( rezidui pesticid v obilninach, potravinach
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zivo€iSného puvodu a v urcitych produktech rostlinného puvodu véetné ovoce
a zeleniny, a na nich.

Smeérnice Komise 2003/118/ES ze dne 5. prosince 2003, kterou se méni
pfilohy smérnic Rady 76/895/EHS, 86/362/EHS, 86/363/EHS a 90/642/EHS,
pokud jde o stanoveni maximalnich limitQ rezidui pesticidu pro acephat, 2,4-D
a parathion-methyl.

Smeérnice Komise 2004/2/ES ze dne 9. ledna 2004, kterou se méni pfilohy
smérnic Rady 86/362/EHS, 86/363/EHS a 90/642/EHS, pokud jde o stanoveni
maximalnich limitd rezidui pesticidl pro fenamiphosu.

Smérnice Komise 2004/59/ES ze dne 23. dubna 2004 doplnujici smérnici
90/642/EHS tykajici se maximalniho limitu rezidui pesticidu brompropylatu.

Smérnice Komise 2004/61/ES ze dne 26. dubna 2004 doplnujici pfilohy
smérnic Rady 86/362/EHS, 86/363/EHS a 90/642/EHS tykajici se stanoveni
maximalnich limita rezidui pesticidd, jejichz pouziti je v Evropském
spoleCenstvi zakazano.

Smeérnice Komise 2004/95/ES ze dne 24. srpna 2004, kterou se méni

smérnice Rady 90/642/EHS, pokud jde o maximalni limity rezidui pesticidu
bifenthrinu a famoxadonu stanovené v uvedené smérnici.

Smeérnice Komise 2004/115/ES ze dne 15. prosince 2004, kterou se méni
smérnice Rady 90/642/EHS, pokud jde o maximalni limity rezidui urcitych
pesticidd stanovené v uvedené smérnici.

Smeérnice Komise 2005/37/ES ze dne 3. Cervna 2005, kterou se méni
smérnice Rady 86/362/EHS a 90/642/EHS o stanoveni maximalnich limitd
rezidui nékterych pesticidu v obilovinach a nékterych produktech rostlinného
puvodu, véetné ovoce a zeleniny, a na jejich povrchu.

Smeérnice Komise 2005/46/ES ze dne 8. Cervence 2005, kterou se méni
prilohy smérnic 86/362/EHS, 86/363/EHS a 90/642/EHS, pokud jde o
maximalni limity rezidui amitrazu.

Smeérnice Komise 2005/48/ES ze dne 23. srpna 2005, kterou se méni
smérnice Rady 86/362/EHS, 86/363/EHS a 90/642/EHS, pokud jde o
stanoveni maximalnich limitl rezidui pro nékteré pesticidy v obilovinach a
nékterych produktech Zivo&iSného a rostlinného plvodu a na jejich povrchu.

Smeérnice Komise 2005/70/ES ze dne 20. fijna 2005, kterou se méni smérnice
Rady 76/895/EHS, 86/362/EHS, 86/363/EHS a 90/642/EHS, pokud jde o
stanoveni maximalnich limitl rezidui pro nékteré pesticidy v obilovinach a
nékterych produktech zivocisného a rostlinného puvodu a na jejich povrchu.

Smeérnice Komise 2005/74/ES ze dne 25. fijna 2005, kterou se méni smérnice
Rady 90/642/EHS, pokud jde o maximalni limity rezidui ethofumesatu,
lambda-cyhalothrinu, pymetrozinu a thiabendazolu stanovené v uvedené
smernici.

Smérnice Komise 2005/76/ES ze dne 8. listopadu 2005, kterou se méni
smérnice Rady 90/642/EHS a 86/362/EHS, pokud jde o maximalni limity
rezidui kresoxim-methylu, cyromazinu, bifenthrinu, metalaxylu a azoxystrobinu
stanovené v uvedené smérnici.
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Smérnice Komise 2006/9/ES ze dne 23. ledna 2006, kterou se méni smérnice
Rady 90/642/EHS, pokud jde o maximalni limity rezidui diquatu stanovené v
uvedené smérnici.

Smérnice Komise 2006/4/ES ze dne 26. ledna 2006, kterou se méni pfilohy
smérnic Rady 86/362/EHS a 90/642/EHS, pokud jde o maximalni limity rezidui
pro carbofuran.”.

54



Narizeni ES

1.

Nafizeni Komise 645/2000/ES ze dne 28. bfezna 2000, kterym se stanovi
provadéci pravidla nezbytna pro nalezité uplathovani nékterych ustanoveni
clanku 7 smérnice Rady 86/362/EHS a Clanku 4 smérnice Rady 90/642/EHS o
sledovani maximalnich limitt rezidui pesticidu v obilovinach a v nékterych
produktech rostlinného pavodu, v€etné ovoce a zeleniny, a na jejich povrchu

Nafizeni Evropského parlamentu a Rady 396/2005/ES ze dne 23. unora 2005
o maximalnich limitech rezidui pesticidd v potravinach a krmivech rostlinného
a zivocCiSného plvodu a na jejich povrchu a 0 zméné smérnice Rady
91/414/EHS

Nafizeni Komise 178/2006/ES ze dne 1. unora 2006, kterym se méni nafizeni
Evropského parlamentu a Rady (ES) €. 396/2005 za ucelem vypracovani
pfilohy |, jez obsahuje seznam potravin a krmiv, na néz se vztahuji maximalni
limity rezidui pesticida.

Rozhodnuti Komise

1.

Rozhodnuti Komise 2002/657/ES ze dne 14. srpna 2002, kterym se
implementuje smérnice Rady 96/23/ES, pokud jde o provadéni analytickych
metod a interpretaci vysledku.

Metodické navody

1.

Quality control procedure for pesticide residues analysis. Document N°
SANCO/10232/2006, 24/March/2006
(http://ec.europa.eu/food/plant/protection/resources/qualcontrol _en.pdf)

Guidance on residue analytical mathods. Document N°® SANCO/825/00 rev. 7,
17/March/2004, EC DG Health and Consumer Protection
(http://ec.europa.eu/food/plant/protection/resources/quide doc 825-

00 _rev7_en.pdf)

Guidelines on good laboratory practice in residue analysis, CAC/GL 40-1993,
Rev.1-2003 FAO CCPR, Rome, 2003

Recommended Method of Sampling for the Determination of Pesticide
Residues. CAC/GL 33-1999, Volume 2A, Part 1, Second Edition, Rome, 2000

Portion of Commodities to which Codex Maximum Residue Limits Apply and
which is analysed. CAC/GL 33-1999, Volume 2A, Part 1, Second Edition,
Rome, 2000.

Proposed draft guidelines on estimation of uncertainty of results. ALINORM
06/29/06, Appendix IV. FAO/WHO, Rome, 2006
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B. Polycyklické aromatické uhlovodiky (PAU)

I. Narodni legislativa (vyhlasky citovany bez odkazu na pfislusny zakon)

1. Vyhlaska €. 305/2004 Sb., kterou se stanovi druhy kontaminujicich a
toxikologicky vyznamnych latek a jejich pfipustné mnozstvi v potravinach.

Viyhlaska ¢. 383/2001 Sb. o podrobnostech nakladani s odpady.

Nafizeni viady &. 350/2002 Sb., kterym se stanovi imisni limity a zpisob
sledovani, posuzovani, hodnoceni a rizeni kvality ovzdusi.

4. Nafizeni vlady ¢. 429/2005 Sb., kterou se méni narizeni viady ¢. 350/2002
Sb., kterym se stanovi imisni limity a zplsob sledovani, posuzovani,
hodnoceni a rizeni kvality ovzdusi ve znéni nafizeni viady ¢. 60/2004 Sb.

5. Narizeni viady ¢. 61/2003 Sh. o ukazatelich a hodnotach pfipustného
znecisténi povrchovych a odpadnich vod (Priloha ¢. 3: Imisni standardy
ukazatel( pfipustného znecisténi povrchovych vod).

6. Viyhlaska ¢. 252/2004 Sb., kterou se stanovi hygienické poZadavky na pitnou
a teplou vodu a Cetnost a rozsah kontroly pitné vody.

Smérnice Komise

1. Smérnice Komise 2005/10/ES ze dne 4. unora 2005, kterou se stanovi
metody odbéru vzorku a metody analyzy pro ufedni kontrolu obsahu
benzo[a]pyrenu v potravinach.

Narizeni ES

1. Nafizeni Komise 208/2005/ES ze dne 4. unora 2005, kterym se méni nafizeni
(ES) €. 466/2001, pokud jde o polycyklické aromatické uhlovodiky.

Doporuceni ES

1. Doporucéeni Komise 2005/108/ES ze dne 4. unora 2005 o dalSim zjistovani
obsahu polycyklickych aromatickych uhlovodikl v nékterych potravinach.

Oficialni védecké zpravy a stanoviska

1. Report on the collection of occurence data on polycyclic aromatic
hydrocarbons in food (SCOOP Task 3.2.12.), Annex 6: SAMPLING
PROCEDURES, METHODS OF ANALYSIS. DG Health and Consumer
Protection /Agence frangaise de Sécurité Sanitaire des Aliments (AFSSA)
Maisons-Alfort (F), 2004. Dostupné na strankach
http://ec.europa.eu/food/food/chemicalsafety/contaminants/scoop 3-2-
12 final _report pah_en.pdf

2. Opinion of the Scientific Committee on Food on the risks to human health of
Polycyclic Aromatic Hydrocarbons in food. DG Health and Consumer
Protection, SCF/CS/CNTM/PAH/29, Brusel, 2002. Dostupné na strankach
http://ec.europa.eu/food/food/chemicalsafety/contaminants/out153 en.pdf
a http://ec.europa.eu/food/fs/sc/scf/outl54 en.pdf (Annex).
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Technické normy doporucené legislativou

1. Analytické metody doporucené v priloze 10 Vyhlasky €. 383/2001 Sb. pro
hodnoceni celkového obsahu PAU v odpadech:

DIN 38 414 — S21, (ii) U.S. EPA Method 8310, (iii) U.S. EPA Method 8270c
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REZIDUA PESTICIDU

1 Uvod

1.1 Pranik pesticida do potravin a Zivotniho prostredi

Pesticidy se do zivotniho prostfedi dostavaji fizené béhem jejich aplikace, ktera
by méla byt v souladu s ,Dobrou zemédélskou praxi“ (Good Agriculture Pactice,
GAP), tedy podle schvalenych pravidel, ktera zajistuji efektivni a bezpecné pouziti
pesticidnich pfipravkl. Pesticidni pfipravky jsou €asto aplikovany na plochu listu.
Cilovym organismem nemusi byt rostlina, ale napfiklad na ni parazitujici plisné Ci
hmyz. Pesticidy se systémovymi ucinky penetruji kutikulou listd, odkud jsou
transportovany do celé rostliny. Kontaktni pesticidy vykazuji u€inek jen na mistech,
kde se nachazi jejich povrchovy depozit. Pesticidy se mohou aplikovat i pfimo do
pudy nebo se do ni dostavaji béhem oSetfeni nadzemnich &asti rostlin. V tomto
pfipadé se predpoklada, Ze se do pudy dostane 35-50 % pouZzitého pfipravku,
v zavislosti na fenotypu rostliny a hustoté porostu. Systémové slou€eniny jsou
pfijimany kofenovym systémem rostlin a odtud transportovany do nadzemnich ¢&asti.
Dostupnost pesticidu z pady zavisi na jeho rozpustnosti a obsahu organického uhliku
v padé.

Skupina pesticidl, které v zivotnim prostfedi nepodléhaji transformaci vibec
nebo jen omezené, jsou perzistentni organochlorové uhlovodiky. Jde vesmés o
kontaktni insekticidy s neurotoxickymi U€inky a vyznacuji se vysokou lipofilitou a
z toho vyplyvajici schopnosti akumulace v tukové slozce organismu. Tyto viastosti
spolu s velkou chemickou stabilitou jsou divodem, pro€ se rezidua perzistentnich
organochlorovych pesticidl dosud bézné vyskytuji v Zivotnim prostiedi, pfestoze se
v mnoha zemich svéta prestaly pouzivat [2]. Nejznamé&jSim prikladem této skupiny
latek je DDT (1,1,1,-trichlor-2,2-bis(4-chlorfenyl)ethan). Vedle DDT se v zivotnim
prostfedi vyskytuji i jeho degradacni produkty DDE (1,1,-dichlor-2,2-bis(4-
chlorfenyl)ethylen) a DDD (1,1,-dichlor-2,2-bis(4-chlorfenyl)ethan). ProtozZe technicky
produkt obsahuje 30 % o,p‘-DDT, vyskytuji se kromé p,p‘-DDE a p,p‘-DDD i o,p'-DDE
a o,p’-DDD. Za ur€itych okolnosti muze dochazet k oxidaci DDT a tvorbé
polarngjsiho dicofolu (2,2-bis(4-chlorfenyl)-1,1,1,-trichlor-2-hydroxyethan).
Z toxikologického hlediska patfi mezi nejvice rizikové chlorované cyklodieny aldrin a
dieldrin. Dieldrin, epoxid aldrinu a ucinny insekticid vznika fotooxidaci nebo
biotransformaci aldrinu. DalSimi v minulosti pouzivanymi chlorovanymi insekticidy
jsou heptachlor, hexachlorbenzen (HCB) a y-HCH nazyvany také lindan.

V dneSni dobé se vSak pouzivaji tzv. moderni pesticidy, vyznacujici se lepSi
rozpustnosti ve vodé a niz8imi hodnotami Kow [3]. V prostfedi, kam se moderni
pesticidy po aplikaci dostavaji existuje mnoho ¢&initeld schopnych je transformovat.
V prvni fadé vstupuji pesticidy do cilovych i necilovych organismu, kde mohou
podléhat biotransformaci detoxikacnimi enzymy nebo se kumulovat v urcitych
&astech t&chto organismuil. Cast pesticidd zistane v padé, ve vodé nebo v atmosfére,
kde mohou byt transformovany nebo transportovany. Faktory podilejici se na
degradaci pesticidi jsou chemické, fyzikalni nebo biologické, v Zivotnim prostiedi
vSak puUsobi vSechny najednou a mira jejich vlivu na konkrétni pesticid zavisi na jeho
chemické struktufe a fyzikalnich vlastnostech.

Nejdulezitéjsi fyzikalni vlivy podilejici se na degradaci pesticidi jsou svétlo a
teplo. Pesticidy na povrchu listd a pudy podléhaji fotolyze nebo reakcim vyvolanym
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zarenim, prfipadné termodegradaci, ktera muze byt rovnéz vyvolana slunecnim
zarenim.

Chemicka transformace pesticidi probiha hlavné ve vodé, kde mohou byt
degradovany vlivem pH, oxidovany kyslikem a jeho reaktivnimi formami, jako je
ozon, peroxidy a superoxidy nebo naopak redukovany, prfedevsim diky pfitomnosti
kovu a jejich iontd.
biotransformaci pesticidi v pudé a ve vodé. Dale se na biodegradaci pesticidu
podileji rostliny, bezobratli a obratlovci. Obratlovci, pfedevSim ptaci a savci, maji
pfimo enzymy schopné degradovat xenobiotika.

Transformace pesticidd v zivotnim prostfedi vede ve VvétSiné pfipadd
k detoxikaci, ale mohou probihat i reakce vedouci k produktim se stejnymi toxickymi
uginky pro cilovy organizmus i élovéka. Casto zmifiované piiklady jsou vznik dicofolu
z DDT ¢i aldoxycarbu z aldicarbu.

svivivs

matefska latka. Prikladem je aktivace parathionu (insekticid) spocivajici v desulfuraci
vedouci ke vzniku paraoxonu, ktery je silnym inhibitorem acetylcholinesterasy.
Dalsim pfipadem proinsekticidu je karbosulfan, ktery je v organismu hmyzu
hydrolizovan na karbofuran. Ke vzniku toxickych produktd mudze dojit i béhem
skladovani ¢i zpracovani kontaminovanych surovin. Degradaci fungicidnich
ethylenbisdithiokarbamatld vznika mimo jiné ethylenthiomoCovina, ktera je
povazovana za potencialni karcinogen stejné jako N,N-dimethylhydrazin vznikajici
z regulatoru ristu daminozidu. V neposledni fadé je nutné zminit perzistentni
chlorované fenoly vznikajici z lindanu, fenoxyalkanové kyseliny, pentachlorfenolt a
dalSich prekurzorq, a které se mohou kumulovat v potravnim fetézci ¢lovéka.

1.2 Toxické uc€inky na ¢lovéka

Pesticidy mohou byt toxické i pro necilové organismy v€etné Clovéka, predevsim
pokud princip ucinku souvisi s pochody, které probihaji i v lidském organismu.
Toxicita organofosfatt a karbamatd spociva v inhibici acetylcholinesterasy,
dinitrofenoly a polychlorované fenoly inhibuji proces oxidativni fosforylace.
Z thionofosfatu a thiofosfatd vznikaji jejich oxoanalogy, které maiji vétsi toxicky ucinek
nez materska latka. Nékteré pesticidy vykazuji schopnost interferovat s hormonalnimi
pochody obratlovcti. DDT a jeho metabolity, pfedevS§im DDE, se mohou vazat na
receptory 17p3-estradiolu [4]. DalSi pesticidy u kterych byla prokazana estrogenni
aktivita jsou organochlorové pesticidy toxafen, dieldrin a heptachlor, z modernich
pesticidl pak atrazin a alachlor (herbicidy), benomyl &i ethylenbisdithiokarbamaty
(fungicidy), dikofol, permethrin, parathion (insekticidy) a dalsi.

| kdyz zadny z dnes pouzivanych pesticidd nebyl Mezinarodni agenturou pro
vyzkum rakoviny (International agency for research on cancer, IARC) klasifikovan
jako lidsky karcinogen, nékteré znich jsou zafazeny mezi potencialni lidské
karcinogeny (napf: toxafen, amitrol nebo fenoxyalkanové kyseliny). Karcinogenni
ucinky mohou mit i produkty vzniklé z relativné netoxickych prekurzord, jako je
ethylenthiomocovina nebo N,N-dimethylhydrazin.

U pesticidu, které se kumuluji v tuku, jako je kupfikladu DDT a lindan, se maze
za urCitych podminek (napf. pfi hladovéni) projevit toxicky ucinek, protoze dojde
k jejich mobilizaci a velkému zvySeni koncentrace v Krvi.
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1.3 Analyza rezidui pesticidu

Rezidua pesticidd je mozné detekovat v nejriznéjSich matricich s rozdilnym
obsahem vody a lipidd. Z ddvodu hodnoceni kontaminace Zivotniho prostfedi se
celosvétové nejvice pozornosti vénuje vyskytu téchto analytd v potravinach,
rostlinach, vodé a vodni bioté (ryby a slavky). ProtoZe je dané spektrum matric velmi
rlznorodé, neexistuje jedind univerzalni analytickd metoda, kterou by bylo mozZno
aplikovat. Nicméné, obecné Ize fici, Ze vSechny metody se skladaji z nasledujicich
kroku:

extrakce — odstranéni interferujicich latek precisténim -
identifikace/kvantifikace — konfirmace —» zhodnoceni vysledkid (porovnani
s poZadavky legislativy, apod.) [5]

Multirezidualni metody
Rezidua pesticidi v zemédélskych produktech mohou byt stanovena metodou
pro analyzu jednotlivych pesticidi (single residue metod, SRM) nebo tzv.
multirezidualni analytickou metodou (multiresidue Metod, MRM), v niz je zahrnuto
celé spektrum analytd. Pouziti multirezidualnich metod je nutné predevSim v
pfipadech, pokud nezname tzv. historii vzorku, tj. jakymi pfipravky byla plodina
oSetfena a zda nedosSlo ke kontaminaci z jiného zdroje.
K vyhodam MRM ve vétsSiné pripadu patfi snizeni doby i ceny analyz oproti
stanoveni stejného poctu analytd v sérii jednotlivych stanoveni.

Zakladnimi kroky multirezidualnich metod jsou:
e izolace (extrakce)

precisténi (odstranéni koextrakta)
separace

detekce / kvantifikace

konfirmace

Vzhledem k faktu, ze MRM metody se pouzivaji pro stanoveni analytl
reprezentujicich obvykle pomérné Siroké spektrum fyzikalné-chemickych vlastnosti,
jsou kladeny pomérné vysoke naroky na uspokojivé hodnoty pracovnich
charakteristik. Proto je nutné peclivé zoptimalizovat jednotlivé kroky MRM pro danou

kombinaci pesticidi/matrice, Casto je nevyhnutelné zvolit ur€ity kompromis mezi
pracovnimi charakteristikami, dostupnosti metody a cenou za analyzu.

Isolace pesticidi z matrice
Vybér rozpoustédla

NejbéznéjSi je extrakce pevnych vzork(l kapalinou (rozpoustédlem). Vybér
vhodného rozpoustédla se fidi podle jeho vlastnosti. Index polarity rozpoustédla je
budou prechazet analyty a rovnéz slozky matrice. Prehled rozpoustédel bézné
pouzivanych v multirezidualni analyze a jejich vlastnosti poskytuje Tab. I.

Pro multirezidualni analyzu pesticidi se jako nejvhodnéjsi extrakéni rozpoustédla
ukazala aceton, acetonitrii a ethylacetat, poskytujici vysoké vytéZznosti Sirokého
spektra pesticidu. Ethylacetat a acetonitril jsou vyhodnéjsi, protoZe se z nich snadnéji
odstrani vysolenim voda, ¢imz se zajisti, Ze bilkoviny, sacharidy a dalSi polarni
koextrakty nepfechazeji do extraktu.
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ANASTASSIADES [6] publikoval podrobnou studii o vyvoji nové multiresidualni
metody pro stanoveni residui pesticidl v potravinach s extrakci do acetonitrilu
(MeCN), pro kterou se vzilo oznaCeni QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective,
Rugged, Safe) [6]. Metoda spoCiva v extrakci analytu v centrifugaéni kyveté
s pridavkem MgSO, jako desikatoru a NaCl k vysoleni analytt do MeCN. Po
odstfedéni se z horni vrstvy odebere alikvotni podil, ke kterému je pfidan dalSi
MgSO, a k precisténi sorbent PSA (primarni-sekundarni amin). Béhem vyvoje
metody QUEChERS se ukazalo, Zze u odliSnych matric maji pesticidy captan,
chlorothalonil, dicofol, folpet, dichlofluanid, tolylfluanid a nékteré dalSi, variabilni
vytéznosti. Tyto pesticidy v zasaditém prostfedi, v nékterych rozpoustédlech a/nebo
za zvySené teploty podléhaji degradaci a to zpusobuje jejich obtiznou kontrolu. Proto
LEHOTAY tuto metodu modifikoval: extrakce se provadi MeCN s 1 % obsahem
kyseliny octové a NaCl je ve vysolovacim kroku nahrazen octanem sodnym, &imz
vznika octanovy pufr udrzujici pH < 4 bez zavislosti na padvodnim pH matrice [7].

ProtozZe je ethylacetat (EtAc) velmi malo misitelny s vodou, jeho nejvétsi vyhodou
oproti acetonu a MeCN je pravé nizky obsah vody v extraktu, ktera muze byt snadno
odstranéna pridavkem bezvodych soli.

Siroké pouziti k extrakci pesticidd nalezl EtAc v 80. letech 20. stoleti. EtAc byl
pouzit k extrakci organochlorovych a organofosfatovych pesticidl z riznych druhd
ovoce a zeleniny. K preCisténi extraktu se Casto pouziva gelova permeacni
chromatografie [8]. Kromé horSich vytéznosti polarnich pesticidli jako acefat a
methamidofos, poskytuje extrakce EtAc srovnatelné vysledky s extrakci MeCN a
acetonem.

Tab. |. Pfehled fyzikalnich vlastnosti rozpoustédel pouzivanych v multirezidualni
analyze pesticidu [9].

Rozpustnost ve

Rozpoustédio Inde_x vodé Hustoga Viskozitg Expgnz?i Bod varu
polarity (%, wiw) (g-ml™) (mN-s-m™) objem (°C)
Voda 10,2 - 0,998 1,00 1416 100,0
Acetonitril 5,8 100 0,786 0,37 488 81,6
Aceton 51 100 0,791 0,32 348 56,2
Methanol 51 100 0,792 0,60 632 64,6
Ethanol 5,2 100 0,789 1,20 438 78,4
Ethylacetat 4,4 8,7 0,902 0,45 261 77,2
2-Propanol 3,9 100 0,785 1,76 334 82,4
Dichlormethan 3,1 1,6 1,33 0,44 399 40,7
Diethyleter 2,8 6,9 0,713 0,24 246 34,6
Toluen 24 0,052 0,866 0,52 240 110,8
Cyklohexan 0,2 0,006 0,789 0,98 268 80,7
Isooktan 0,1 0,002 0,692 0,50 155 99,0
n-Hexan 0,0 0,014 0,660 0,32 196 69,0

* Expanzni objem je uveden pro teplotu 250 °C a tlak 10 psi (67 kPa)

Urychleni extrakce, zvySeni ucinnosti a snizeni objema potfebnych rozpoustédel
muze byt dosazeno zménou fyzikalnich podminek, za kterych extrakce probiha.
Nasledujici odstavce struc¢né charakterizuji extrakéni techniky.

Soxhletova extrakce
Soxhletova extrakce je velmi ucinna, jednodusSe realizovatelnd metoda, bez

narokl na drahé vybaveni laboratofe. Casto je porovnavana Uginnost a selektivita
ostatnich extrakénich metod pravé se Soxhletovou extrakci [11-13]. Jeji slabiny
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spoCivaji v dlouné dobé extrakce, ktera trva nékolik hodin a vétSi spotrebé
rozpoustédel.

Michani a sonikace

Michani nebo mixovani vzorku s rozpoustédlem je jednoduchy, rychly a levny
zpUsob extrakce. DalSi vyhodou je, Ze vzorek se nezahfiva, takZze se minimalizuje
moznost snizeni vytéznosti analytl reakci nebo termalni degradaci. V nékterych
pfipadech vSak tento postup nedosahuje potfebné ucinnosti extrakce.

Extrakce muize byt realizovana jednoduchym tfepanim v ruce nebo rlznymi
mixery (vortex) a homogenizatory (napf. vysokoobratkovy homogenizator Ultra
Turrax) [14, 15]. Alternativou jsou ultrazvukové lazné [16], kde vS8ak muzZe nastat
problém ohfevu vzorku, coz v limitnim pfipadé vede k degradaci labilnich analytu.

Extrakce mikrovinnym ohfevem

Metoda je Casto oznaCovana jako MASE (microwave-assisted solvent extraction).
Pfi MASE je vzorek umistén do cely a zahfivan mikrovinnym zafenim. Extrakce
probiha v polootevienych systémech za atmosférického tlaku. Vyhodou MASE je
vysoka ucinnost, rychlost a opakovatelnost extrakce, moznost paralelni extrakce
nékolika vzorkl a nizka spotifeba rozpoustédel. Na druhou stranu mohou analyty za
zvySené teploty degradovat [17]. Tento aspekt lze CasteCné ovlivnit vybérem
rozpoustédla transparentniho pro mikroviny, takze je ohfivan pouze vzorek a analyty
pfechazeji do studeného rozpoustédia..

Extrakce rozpoustédlem za zvySeného tlaku

Tato metoda se oznacuje jako PLE (pressurized liquid extraction) nebo ASE
(accelerated solvent extraction, obchodni nazev firmy Dionex). Vzorek je smichan
sinertnim materidlem (kfemelina, siran sodny [12]) a vloZzen do kovovych
extrakénich cel. Nejprve je do extrakCni cely pumpovano rozpoustédlo, které se
ohfiva na nastavenou teplotu. Pak nasleduje 5-20 minut dlouhy staticky extrakcni
krok, kdy rozpoustédlo neprotéka systémem. Po skonceni statické faze nasleduje
tzv. dynamicka faze, kdy je extrakt vytlaCen Cerstvym rozpoustédlem do jimacich
nadob. Pro dosazeni vyS$Si ucinnosti extrakce se muze cely proces opakovat.
Vyhodou této metody je dobra ucinnost a rychlost extrakce s nizkou spotfebou
rozpoustédel. Toho je dosazeno vysokou teplotou rozpoustédla, ktera diky vysokému
tlaku neni omezena bodem varu. Stejné jako v pfipadé MASE je tento zpusob
extrakce nevhodny pro termolabilni analyty. Extrakt z PLE obsahuje velké mnozstvi
koextraktll a vihkost ze vzorku, takzZe je nutné zaradit precistovaci krok.

PLE Ize pouzit k extrakci analytu z rybi svaloviny [12], vnitfnich organu savcu
[18], pud [19, 20] nebo rostlinnych materialt [21].

Superkriticka fluidni extrakce

Superkriticka fluidni extrakce (supercritical fluid extraction, SFE) nevyuZiva
béZzna rozpoustédla, ale tekutinu v nadkritickém stavu (nad tzv. kritickym bodem),
ktera ma rozpoustéci kapacitu blizkou kapalinam a difusivitu blizkou plynam [22].
SFE a PLE maji podobny postup pfi pfipravé vzorku a extrakci zahrnujici statickou a
dynamickou fazi. SFE pouziva vy$Si tlaky pro dosazeni nadkritickych podminek.
NejCastéji se jako rozpoustédlo pouziva oxid uhliCity, protoZze ma relativné nizky
kriticky bod (7,4 MPa, 31 °C), dobré extrakCni vlastnosti blizké hexanu, nizkou

64



toxicitu, je bezpeény a po extrakci mize byt bezezbytku vypustén do atmosféry. Ke
zlepSeni extrakce polarnéjSich analytt, mohou byt k CO, pfidany modifikatory. Jako
modifikatory se pouzivaji organicka rozpoustédla (nejCastéji methanol a aceton) nebo
voda.

Hlavni vyhoda SFE oproti extrakénim metodam vyuZivajicich kapalna
rozpoustédla spocCiva vtom, ze se po snizeni tlaku plyn sam odstrani a analyty
zustavaji zachyceny na pevném sorbentu nebo v malém mnozZstvi rozpoustédia.
Dalsi klicova vyhoda SFE je, Ze fyzikalni vlastnosti tekutiny v nadkritickém mohou byt
upravovany zménou teploty a tlaku a tak je mozné dosahnout selektivni extrakce,
diky €emuz muUze byt v nékterych pfipadech eliminovan precistovaci krok [17, 21, 23,
24].

VySSi selektivita extrakce je vS8ak omezena mnozstvim analytd, které mohou byt
extrahovany za stejnych podminek. Extrahovat Ize pouze pomérné mala mnozstvi

podminek. Kromé toho SFE poskytuje pro polarni analyty nizSi vytéznosti [25]

Technika SFE je vhodna pro extrakci mnoha typd matric jako je ovoce [26],
zelenina [27], maso [21, 28], oleje [22, 29-31], cerealie [32, 33], pudy [17]

1.4 Odstranéni interferujicich slou¢enin
Odstranéni interferujicich matri€nich komponent z extraktu byva provedeno na
zakladé rozdilnych fyzikalné-chemickych vlastnosti analyti a koextraktu.

Extrakce kapalina-kapalina (LLE)

PoZadavkem pro tuto metodu je, aby pouzité kapaliny nebyly mezi sebou
misitelné a aby analyty pfechazely nebo zlstavaly pouze vijedné z nich. Vybér
rozpoustédel proto zavisi na jejich polarité a rozpustnosti pro cilové analyty [24, 33].
Hlavni nevyhoda této metody je ve spotiebé velkych objemul rozpoustédel, takze
Casto nasleduje zakoncentrovani a v poZadavcich na jejich Cistotu. Vyuziva se vSak i
metoda pouZivajici mikrolitrové objemy nazvana LPME (Liquid-phase micro
extraction) [1]. DalSi nevyhody jsou moznost tvorby emulzi a sekundarni
kontaminace vzorku. LLE se pouziva pfedevsim pro dobrou efektivitu a jednoduchost
u stanoveni vybranych skupin latek.

Gelova permeacni chromatografie (GPC)

GPC primarné rozdéluje latky na zakladé efektivniho objemu molekuly. MenSi
molekuly pronikaji hloubé&ji do poru gelu a maji proto vétsi retencni objem, nez velké
molekuly. Pfi pouziti GPC vS8ak neprobiha separace pouze na zakladé velikosti
molekul, ale projevuji se i dalSi vlivy, jako je tvorba vodikovych mastku, dipdlové
interakce, n- interakce a disperzni sily. Vybér vhodného gelu se Fidi jeho pracovnim
rozsahem, zvanym vylu€ovaci limit, ktery urCuje, jak velké molekuly jiz nejsou v gelu
vibec zadrzovany a prochazeji v mrtvém objemu [35]. Pro analyzu pesticidi se
pouzivaji styren-divinilové gely s malym vylu€ovacim limitem. Existuji jako rigidni gely
(PL gel), které jsou nestlacitelné, nebo mékké (Bio Beads) .

Velkou vyhodou GPC je snadna automatizace. GPC technika je vhodna na
oddéleni lipidl [36] od pesticidu, protoze mnoho pesticidid ma relativné podobny
efektivni objem a mohou proto byt zachyceny v jedné frakci [37]. Na druhou stranu
tato frakce muze obsahovat vyznamny podil matriCnich koextraktl o stejném
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efektivnim objemu, takZe v nékterych pfipadech by bylo nutné zavést dalSi Cistici
krok.

Extrakce na tuhou fazi

Extrakce na tuhou fazi (solid-phase extraction, SPE) je C€asto pouzivany
pfeciStovaci krok v analyze rezidui pesticidi. SPE je zaloZzeno na vzajemnych
interakcich sorbentu, analytd a rozpoustédla. NejbéznéjSim usporadani SPE je
v kolonkach, které obsahuji 0,1-1 g sorbentu. Po naneseni vzorku muzZe nastat
nékolik situaci:

o analyty i interferujici latky jsou sorbentem zadrzeny, k eluci analytd nebo
interferentl je potfeba zménit eluéni silu rozpoustédla

o jsou zadrzeny pouze analyty, interferujici latky projdou kolonkou a analyty
jsou eluovany rozpoustédlem s vysSi elucni silou

o jsou zadrzeny pouze interferenty a analyty kolonkou projdou

V analyze rezidui pesticidl jsou pouzivany rtzné typy sorbentd, jejichz prehled je
uveden v Tab. Il. Reverzni faze tvofena silikagelem s chemicky navazanymi
nepolarnimi modifikatory (Cig, Cg, CN) mize byt pouzita k zadrzi organickych latek
z vody a odstranéni soli a polarnich latek z roztoku. ZadrZzené latky se pak snadno
eluuji organickymi rozpoustédly. V dnedni dobé se misto tradiCnich reverznich fazi
tvofenych modifikovanym silikagelem zacaly pouZivat polymerni sorbenty jako je
divinylbenzen-styren [38]. Polymerni sorbenty maji oproti Cig silikagelu silngjsi
retenci, vétsi kapacitu, nepotfebuji kondicionaci a maji vétsi permeabilitu.

Sorbenty alumina, silikagel a florisil jsou vyuzivany pfi analyze nepolarnich
pesticidl k odstranéni lipidd z extraktu [16, 19, 39], ale pouziti téchto sorbentd
k preCisténi je méné vhodné pokud chceme stanovit i semi-polarni a polarni
pesticidy, protoZe k eluci je potfeba pouZzit velké objemy rozpoustédel.

Sorbenty aminopropyl (-NH;) a primarni-sekundarni amin (PSA) silné zadrzuji
polarni organické latky, jako jsou sacharidy, huminové kyseliny, mastné kyseliny a
vosky [40, 41, 42]. Grafitizované saze (graphitized carbon black, GCB) silné
interaguji s mnoha typy planarnich molekul jako jsou barviva a steroly. Sorbenty PSA
a GCB pouzité samostatné nebo ve smési mohou byt vhodné pro precisténi hrubych
extraktll obsahujicich pesticidy, protoZe nejsou pfili§ polarni nebo nemaji planarni
strukturu.

Velmi jednoduchym, efektivnim a levnym uspofadanim SPE je disperzni SPE,
kdy je malé mnozstvi sorbentu pfidano pfimo do extraktu. Po filtraci nebo centrifugaci
se k analyze odebere alikvotni objem precisténého extraktu. Disperzni SPE ma
oproti kolonkovému usporadani nékolik vyhod :

e Sorbent pfichazi do styku s extraktem celym povrchem, takze Ccisténi je
efektivnéjSi a ucinnéjsi.

e Niz8i cena, protoZe se pouziva mensi mnozstvi sorbentu a nejsou potfeba
komercni kolonky.

¢ Neni potfeba zdroj vakua a dalSi zafizeni jako u klasického SPE.

¢ Nepouzivaji se Zadna elu¢ni rozpoustédla.

e Cely proces je rychly a jednoduchy.
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Tab. Il. Typy sorbentl pouzivanych v SPE v multirezidualni analyze pesticidu [9].

Normalni faze Reverzni faze lontoménice
Grafitizované saze (GCB) Oktadecylovany silikagel (C,g)  Silné anexy (SAX)

. Polymery (divinylbenzen, Primarni-sekundarni amin
Alumina DVB) (PSA)
Silikagel Cyanopropyl (-CN) Aminopropyl (-NH)
Florisil Silné katexy

1.5 Plynova chromatografie

Plynova chromatografie ve spojeni s tradiénimi detektory ECD (electron capture
detector), NPD (nitrogen-phosphorus detektor) a FPD (flame photometric detector)
se jeSté dnes pouziva k detekci v multirezidualni analyze, avSak toto uspofadani
neposkytuje moznost konfirmace vysledk(. DneSni vyvoj proto sméfuje k detekci
pomoci hmotnostni spektrometrie (mass spectrometry, MS), ktera je nejen citliva, ale
i vysoce selektivni a diky spektralni informaci umoZznuje snadnou konfirmaci.

Nastrikové techniky

Casto pouzivanym typem nastifiku ve stopové analyze je klasicky splitless
nastfik. Jeho omezeni je v malych objemech nastfikovanych vzorkl, ke kladim
naopak patfi mensi rozsah kontaminace vstupni ¢asti analytické kolony oproti on-
column nastfiku a relativné snadné nastaveni pracovnich podminek.

Vyznamného zlepSeni pracovnich parametri této techniky lze docilit pouzitim
tlakového pulzu béhem nastfiku prostfednictvim nosného plynu. Tato modifikace se
nazyva pulzni splitless nastfik. Aplikace tlakového pulzu vede k vysSi pratokové
rychlosti nosného plynu pres nastfikovy prostor, ¢imz dojde k rychlejSimu transportu
par vzorku na analytickou kolonu. Za téchto podminek je pobyt analytl v nastfikovém
prostoru mnohem kratSi ve srovnani s klasickym splitless nastfikem, coz vede k
vyznamnému potlaceni diskriminace analytl, snizeni adsorpce a/nebo tepelné
degradace v nastfiku [43-48]. Navic diky zvySeni tlaku je mozno nastfikovat vétsi
objemy bez rizika pFfekroCeni kapacity lineru a dosahnout tak nizSich detekénich
limita [44, 46, 49-51].

Vyhodou techniky on-column je nediskriminujici pfenos komponent vzorku [52-
54], nedochazi v8ak k ochrané analytické kolony [55]. Touto technikou muze byt
dosazeno presnéjSich vysledkl pro problematické analyty nez pfi pouziti klasického
splitless nastfiku, pokud je chromatograficky systém relativné CcCisty, nicméné
opakovany nastfik vzorkl s vy$§im obsahem netékavych matri¢nich komponent vede
k rychlému zhorSeni charakteristiky systému, coz je zpusobeno kontaminaci vstupni
Casti kolony netékavymi latkami (tvorba depozitu).

Teplotné programovatelny nastfik (programmed temperature vaporizer, PTV) ma
nékolik vyhod oproti jinym nastfikovym technikam, mj.: sniZeni diskriminace méné
tékavych slozek [56-59], ,Setrnost® k termolabilnim analytdm [60-62], a v neposledni
[63 - 75]. Na druhou stranu PTV nastfik vyZzaduje velkou dukladnost a tim i umérnou
C¢asovou narocnost optimalizace operaénich charakteristik.
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Specialnim typem nastfikové techniky publikované AMIRAVEM a DAGANEM je direct
sample introduction (DSI) nebo také difficult matrix introduction (DMI) [76]. P¥i této
technice je az 30 pl vzorku pfidano do mikrovialky, ktera je pak umisténa pfimo do
injektoru pfi relativné nizké teploté. Po odpafeni rozpoustédla a jeho odvodu prFes
split exit je injektor velmi rychle vyhfat a analyty jsou pfeneseny na analytickou
kolonu. Oba tyto kroky musi byt dikladné optimalizovany aby nedochazelo ke
ztratam tékavéjSich analytl pfi odpafovani rozpoustédla a byl zaru€en kvantitativni
pfenos méné tékavych analytd na kolonu. Hlavni vyhodou této techniky oproti jinym
technikam nastfiku velkych objemu je, Ze netékavé matricni komponenty zustavaji
v mikrovialce a tak DSI technika nastfiku by méla eliminovat potfebu Casté udrzby
chromatografického systému a prodlouzit Zivotnost analytické kolony. Technikou DSI
je mozno nastfikovat velké objemy vzorku bez pfecisténi [77], coZ snizuje cenu a
zvysSuje vykonnost. Nicméné vysSi obsah semivolatilnich koextrahovanych matri€nich
slozek v neprecisténém extraktu mize mit vliv na stanoveni nékterych analytl v
komplikovanych matricich. Na sklenéné mikrovialce vznikaji dalSi aktivni mista
zpusobujici matriéni efekty. Matrice v mikrovialce navic mize za zvySené teploty
sorbovat cilové analyty [78] a tak snizovat jejich pfenos na kolonu.

Matriéni efekty a jejich kompenzace

Vyznamnym problémem pfi GC analyze je skupina nepfiznivych jevi obecné
oznaCovanych jako matricni efekty, které jsou zpUsobeny pfFitomnosti
koextrahovanych matricnich komponent [79]. Matricni efekty ovlivhuji vSechny kroky
GC analyzy (nastfik, separace, detekce) a mohou se projevovat negativné na kvalité
generovanych dat jako:

e maskovani pikl v disledku koeluce;
e vyskyt faledné pozitivnich vysledku;
e nespravna kvantifikace.

Velmi dllezitou Casti plynového chromatografu, do zna¢né miry ovliviiované
matri¢nimi komponentami, je nastfikovy prostor. BEhem klasického splitless nastfiku,
ktery je Casto pouzivanou nastfikovou technikou ve stopové analyze, miize dochazet
k termalni degradaci a/nebo adsorpci nékterych analyti [80-82]. Po nastfiku realného
vzorku maji koextrahované matricni komponenty sklon obsazovat (blokovat) aktivni
mista nastfikového prostoru (pfedevsim silanolové skupiny ve sklenéném lineru), coz
ma za nasledek prenos vétSiho mnozstvi cilovych analytl na kolonu (a nasledkem
toho vy$Si signal a Iépe zaostfené piky) v pfitomnosti matrice nez pfi nastfiku danych
latek v Cistém rozpoustédle. Uvedeny fenomén, ktery popsal ERNEY [83] jako matrici
indukované zvySeni chromatografické odezvy, dovoluje vysvétleni vytéznosti
vyznamné prevysujicich 100 % u polarnéjSich pesticidu, které jsou uvadény ve
studiich pouzivajicich kalibra¢ni standard rozpustény v Cistém rozpoustédle. Obecné
Ize tedy konstatovat, Ze pokud jsou analyty rozpustény pouze v rozpoustédle a jsou
pouzivany jako kalibra¢ni standardy, pak koncentrace analytd, které jsou ovlivnény
matriénimi efekty v injektoru, jsou systematicky nadhodnocovany. Rozsah matrici
indukovanych zvySenych odezev zavisi na mnoha faktorech:

e typ a mnozstvi aktivnich mist v nastfiku a na kolong;
e chemicka struktura analytl (polarni skupiny molekuly analytu, termolabilita);

e koncentrace analytu;
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e teplota nastfiku;

o faktory ovliviiujici dobu interakce analytu s aktivnimi misty (pritok nosného
plynu, tlak v kolon&, objem nastfiku a objem expandovaného rozpoustédia,
retencni Cas analytu);

e typ a koncentrace matrice;

e historie® GC systému (stuperi kontaminace).

Existuje nékolik moznych pfistupd k eliminaci nebo kompenzaci tohoto jevu.
Odstranéni matrice dukladnym precisténi extraktu [84] nebo deaktivaci lineru [83,
85]. DalSi moznosti je pouziti izotopové znacenych vnitinich standardi, av$ak
k detekci mlUze byt pouzita pouze hmotnostni spektrometrie a tyto standardy jsou
cenové nakladné. Prakticky a doporu€ovany zpUsob je pouziti kalibraéniho standardu
v extraktu matrice bez cilovych analytd (matricni standard) [40, 85, 86], ale tento
postup ma nékolik nevyhod. PfedevSim naklady na pfipravu a skladovani matricnich
standard(, obtizna dostupnost matrice bez analytl, nutnost pfipravit matriéni
standard pro kazdou komoditu, limitovana stabilita nékterych analytd v matri¢nich
standardech [87] a zvySena kontaminace nastfikového prostoru a vstupni casti
analytické kolony GC matrici [88]. Jednou z dalSich cest kompenzace matriCnich
efektl je pfidani jednoduché slou€eniny nebo jich smési na maskovani aktivnich
mist. Tyto latky by se pfidavaly do realnych vzorkl i standardd v Cistém rozpoustédle
a kompenzovaly by matriéni efekty, ale oproti matricnim standardim nezlstavaji
v chromatografickém systému, jejich pouziti je levné a univerzalni. Tyto latky byly
nazvany ,analyte protectants (AP) a pro 36 vybranych pesticidu byly testovany na jiz
zminéné metodé QUEChERS ANNASTASIADESEM [7, 8]. Aby latka mohla byt pouZita
jako protektant, musi tedy splfiovat nékolik podminek:

e Elucni profil protektantu se musi prekryvat s eluci analytu, ktery ma byt
chranén.

e Nesmireagovat s analyty a indukovat jejich rozklad.

¢ Nesmi se kumulovat v nastfikovém prostoru, v koloné nebo v detektoru.
¢ Nesmi interferovat s analyty pfi detekci.

e Musi byt snadno dostupné.

e Musi byt rozpustné v pouzitém rozpoustédle.

Mezi nejuCinnéjSi analytické protektanty pro pouziti v kombinaci s metodou
QuEChERS patfi smés 3-ethoxy-1,2-propandiolu, y-laktonu kyseliny L-gulonové a
D-sorbitolu [78]. 3-Ethoxy-1,2-propandiol zajiStuje vhodnou ochranu nejdfive se
eluujicim analytim, jeho elucni profil se pfekryva s y-laktonem kyseliny L-gulonové a
k ochrané nakonec se eluujicich analytl slouzi D-sorbitol.

Typy plynové chromatografie

Plynova chromatografie (gas chromatography, GC) mulze byt pouzita pro
separaci pfiblizné 80 % dnes pouzivanych pesticidl, nebo pesticidl jejichz rezidua
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se sleduji. Pesticidy, které jsou termolabilni nebo polarni byvaji analyzovany
pouzitim kapalinové chromatografie.

Teorie o separaci latek kapilarni GC, typech kolon a teplotnim programovani je
popsana v fadé pramenl [89-94]. Vedle pouziti ,klasickych®, v souCasné dobé asi
nejrozSifenégjSich, konvencnich detektord (ECD, NDP) v kombinaci s konfirmaci
pomoci specifickych hmotnostnich detektord (MSD), patfi mezi sou€asné trendy
v GC predevSim rychla separace latek (fast GC) a dvourozmérna chromatografie
(GCxGC) poskytujici vétsi kapacitu piki nez konvenéni (jednorozmérova) GC [8, 9].
Protoze jsou oba sméry vyvoje GC podminény dostupnosti detekCnich technik
s vysokou akvizi¢ni rychlosti, nastal jejich velky rozvoj az s komer¢ni dostupnosti
vysokorychlostnich pruletovych hmotnostnich spektrometra (high speed time-of-flight
mass spectrometer, hs-TOF MS).

Ovlivnéni chromatografické separace

Zrychleni GC muaze byt dosazeno zménou rozméru kolony — kratSi kolona, mensi
vnitini primér, tencéi vrstva stacionarni faze, nebo zménou operaénich podminek —
rychlejSi teplotni program, zména nosného plynu, vy$Si rychlost pratoku nosného
plynu nebo pfipojenim vakua na konec kolony.

Zména rozmeéru kolony
() Kolony s malym vnitinim primérem

Zmenseni vnitfniho praméru kolony vede ke snizeni retence analytl. Pouziti
kolon o vnitinim prdméru 0,18 mm (rozdéleni GC kolon je uvedeno v Tab. Ill) je
v béznych analyzach limitovano jejich nizSi kapacitou a vzhledem k malému
vnitfnimu prameéru je nastfik realnych vzorku ¢asto doprovazen ucpavanim kolony
nevolatilnimi sloZkami matrice [95]. Pro tyto ucely je vhodné pouzit split nastfik, coz
je ale z dvodu ztraty citlivosti pro rezidualni analyzu nevhodné. ReSenim muize byt
instalace kratké predkolony o vét§im priméru pfed vlastni analytickou kolonu, ktera

umozni spliless nastfik a omezi kontaminaci vlastniho chromatografického systému
matri€nimi komponentami.

Tab. Ill. Rozdéleni chromatografickych kolon podle vnitiniho primeéru.

Nazev kolony Vnitini prdmér (mm) Priméry standardnich  Maximalni rychlost

kolon (mm) nosného plynu
(ml/min)*

Megabor 0,5 0,53 > 660

Wide bore >0,3do<0,5 0,32; 0,45 > 86 do < 660

Narrow bore >0,2do<0,3 0,20; 0,25; 0,28 >17 do < 86

Microbore >0,1do<0,2 0,10; 0,15; 0,18 >1do<17

Sub-microbore <0,1 razné <1

* Rychlost nosného plynu je kalkulovana na He, tiak 100 psi (690 kPa) a podminky na vystupu
z 10 m kolony.

(i) Pouziti kratkych kolon

Rychlost analyzy je pfimo zavisla na rychlosti nosného plynu a na délce kolony.
Pouziti kratkych kolon je v konvenéni plynové chromatografii omezeno analyzou
relativné jednoduchych smeési latek, coz je dano snzenou uc€innosti kratké kolony
(nizSi pocet teoretickych pater). PouZitim hmotnostniho detektoru mize byt ztrata
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chromatografické separace kompenzovana selektivitou hmotnostniho separatoru
[96]. Pouzitim kratSi kolony ve spojeni s MS je mozné dosahnout rychlejSi separace
a vySsi citlivosti.
(i) Tloustka filmu stacionarni faze

Na tloust’ce filmu stacionarni faze zavisi jak kapacita, tak rychlost analyzy [97].
Tloustka filmu ovliviiuje difuzi ve stacionarni fazi, jestlize je tedy tloustka filmu pfilis
velkd, stava se separace neuginnou a doba separace roste [98]. Cim tenéi je film
stacionarni faze, tim je poCet teoretickych pater vys8i, na druhou stranu pfili§ tenky
film stacionarni faze ma za nasledek ztratu kapacity kolony a muze dojit ke snizeni
ucinnosti separace [97]. Z uvedenych dlvodu se voli tloustka stacionarni faze podle
tékavosti analytll — pro velmi tékavé latky se pouzivaji kolony s vétSi vrstvou
stacionarni faze, pro latky méné tékavé pak kolony s mensi vrstvou stacionarni faze.

Zména operacnich parametru

Separacni ucinnost a citlivost stanoveni je podminéna spravnou volbou
chromatografickych podminek. PFi optimalizaci plynové-chromatografického
stanoveni rezidui pesticidu je nutné zvazit volbu spravného rozpoustédla, typ a
velikost lineru, objem nastfiku vzorku, aj. Pro u€innou separaci cilovych latek je dale
nutno zvolit vhodny typ kolony a stacionarni faze. V praxi se pro analyzu rezidui
pesticidd pomoci plynové chromatografie (gas chromatography, GC) osvédcilo
pouziti  kapilarnich  kolon se stacionarni fazi tvofenou 5% phenyl-
methylpolysiloxanem.
(i) Rychlé teplotni programovani

Rychlé teplotni programovani mdze urychlit mnoho analyz, je vSak vzdy nutné
zvazovat kompromisni feSeni mezi rozliSenim a rychlosti chromatografické separace.
Rychlé teplotni programovani je vyhodné pfedevSim pro rychlou separaci smeési
obsahujici latky s Sirokym rozmezim bodu varu [99]. Nachazi velké uplatnéni spolu
s pouzitim kratkych kapilarnich kolon s malym vnitinim primérem [95, 99]. Realizuje
se bud v konvenéni GC peci nebo odporovym ohfevem. V prvém pfipadé se
dosahuje zmén teplot kolony aZ 120 °C-min™ v zavislosti na doporuéeni vyrobce a
moznostech plynového chromatografu.

Novou technikou fazenou rovnéz do kategorie ,fast chromatography*, je technika
odporového ohfevu kolony (tzv. ,flash GC*). ProtoZe je ohfivana pouze kolona a ne
cela pec plynového chromatografu, nabizi tato technika mnohem efektivnéjsi pfenos
tepla na kolonu (teplotu kolony Ize ménit rychlosti aZz 30 °C-s™, coz dovoluje dobu
analyzy vyrazné zkratit. Zaroven je kratSi také doba chlazeni kolony na pocatec€ni
teplotu.

(i) Typ nosného plynu

Rychlost analyzy je zavisla na typu pouZitétho nosného plynu, ktery ovliviuje
hodnotu optimalni linearni rychlosti [100]. Optimalni rychlost pratoku plynu je
rychlost, pfi které je dosazena minimalni hodnoty vySkoveého ekvivalentu teoretického
patra - je to minimum kfivky popsané Goalayovou rovnici. NejvysSi optimalni rychlost
prutoku ma vodik, ktery se vSak z bezpec€nostnich divodu nepouziva. Z bézné
pouzivanych plynt nasleduje helium a dusik (v tomto poradi se optimalni linearni
rychlost snizuje).

(iii) ZvySenim prutoku nosného plynu

Ke zrychleni analyzy mlze pfispét pouziti vy$Siho pratoku nosného plynu nez
optimalniho [101], coz pfinasi snizeni ucinnosti separace, nicméné z kfivky
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Goalayovy rovnice je patrné, Zze malé zvySeni linearni rychlosti pfinese pouze
nepatrné zhordeni ucinnosti separace se znatelnym snizenim reten¢nich ¢asu.

(iv) lzotermni analyza

Izotermni analyza umoznuje provadét pouze separaci latek s podobnym bodem
varu [102]. Pfi separaci jednoduchych smési mlze byt izotermni analyza v kombinaci
s kratkymi kolonami velmi rychla [103]. Takovychto smési vSak v praxi neni mnoho a
extrakty potravinarskych matric k nim vesmés nepatfi. Pro stanoveni rezidui
pesticidd pomoci MRM je prace pfi konstantni teploté prakticky nepouZzitelna.

(v) Pouziti vakua na vystupu z kolony

Techniku nizkotlaké plynové chromatografie (low-pressure gas chromatography,
LP-GC) jiz v 60. letech minulého stoleti popsal GIDDINGS [104]. V LP-GC se pouZivaji
kapilarni kolony o velkém vnitfnim prdméru, tzv. megabore. Diky nizSimu tlaku
dochazi ke zvySeni difusivity a zvySuje se tak optimalni linearni rychlost nosného
plynu. Kolona na LP-GC se pfipojuje k plynovému chromatografu pfes kratkou a
tenkou restrikéni kapilaru [96, 105]. Vyhodou LP-GC je sniZeni doby analyzy bez
vetSi ztraty ucinnosti separace. Vyhodné je u LP-GC pouziti hmotnostni detekce,
protoZze hmotnostni detektory samy pracuji za vakua.

1.6 Dvoudimezionalni plynova chromatografie (GCxGC)

Separace v bézné GC poskytuje znacnou kapacitu pika, pokud vSak usilujeme o
separaci vétsiny (popf. vSech) komponent z komplexnich vzorkl, klasicka GC Casto
selhava. Pravé analyza pesticidd konvenéni GC muze pfedstavovat problém, jelikoz
Casto neni mozné od sebe odseparovat nejen cilové analyty mezi sebou, ale rovnéz
analyty od matrice vzorku. Nejmarkantnéjsi je problém u analytl s nizkymi m/z iontd,
které jsou malo selektivni. Moznym feSenim je pouziti techniky orthogonalni
dvourozmérné plynové chromatografie (comprehensive two-dimensional gas
chromatography, GCxGC) [105]. Principem techniky GCxGC je separce vzorku na
dvou kapilarnich kolonach, které maiji zcela odliSny separaéni mechanismus. Pokud
je prvni kolona nepolarni, je hlavnim parametrem separace tékavost, budou se latky
na druhé, polarni koloné separovat predevSim na zakladé interakci se stacionarni
fazi. Separace na druhé koloné v GCxGC je vSak velmi rychla. Proto je mozné pro
detekci pouZivat pouze detektory s dostateCnou akviziCni rychlosti. Tomuto
pozadavku az donedavna vyhovovaly pravé jen bézné detektory (FID, pECD).
P¥ichod hs-TOF s akvizici az 500 spekter-s™ znamenal moznost pouziti hmotnostni
spektrometrie i v GCxGC a ziskani dalSiho (tfetiho) rozméru v GCxGC. Schéma
dvourozmérné plynové chromatografie je uvedeno na (Obr. 1). Na vystupu z prvni
kolony je modulaéni zafizeni, kde jsou malé frakce vystupujicich latek zachyceny,
zaostfeny a v kratkych impulzech pfenaseny k analyze na druhou kolonu. Proces
modulace se opakuje v kratkych intervalech, takze primarni 2D chromatogram je
slozen ze znacného poctu chromatogram( druhé dimenze. Tyto chromatogramy jsou
,Skladany“ vedle sebe (transformace) a vytvofi tak 2D chromatogram, jehoz osy tvofi
retenéni Casy prvni a druhé kolony. Bézny zpusob vizualizace je vrstevnicovy
chromatogram, kdy jednotlivé barvy a odstiny vyjadfuji intenzitu piku.
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Obr. 1. Schéma dvourozmérné chromatografie [106].
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1.7 Hmotnostni detekce

Hmotnostni spektrometrie (mass spectrometry, MS) poskytuje oproti ,tradi¢nim*
detektorim pro plynovou chromatografii (FID, ECD, NPD apod.) nejen odezvu v Case, ale
rovnéz prislusnou spektralni informaci. To umoznuje kvantifikaci i konfirmaci analytd
v jednom kroku.

V souCasné dobé jsou komeréné dostupné rGzné typy hmotnostnich detektorl, ale
vS8echny pracuji na stejném principu: slozky vzorku jsou ionizovany, vzniklé ionty separovany
na zakladé pomeéru hmotnost/naboj (m/z) a jsou urychleny smérem k detektoru, kde jsou
registrovany.

loniza€ni techniky

Casto pouzivanou ionizaéni technikou v GC-MS je elektronova ionizace (electron
ionization, El). Molekuly vzorku jsou ,bombardovany“ elektrony s vysokou energii
(obvykle 70 eV), coz vede ke vzniku vysoce energetického iontu, ktery podléha
fragmentaci v zavislosti na struktufe slou€eniny. Vzniklé ionty jsou pak
charakteristické pro danou slouceninu [107, 108]. Technika EI mlize byt pouzivana
pro identifikaci neznamych sloucenin, pro stanoveni molekulové struktury a pro
konfirmaci cilovych sloucenin prostfednictvim porovnani hmotnostnich spekter.

V fadé pfipadu je fragmentace technikou El rozsahla a zanechava malou nebo
zadnou informaci o molekularnim iontu, coz Cini stanoveni molekulové hmotnosti
ponékud obtizné. Tento problém vedl k vyvoji nizkoenergetickych (,mékkych®)
technik jako pozitivni chemicka ionizace (positive chemical ionization, PCI). P¥Fi
technice PCIl je zdrojovy iont nabit prostfednictvim reakéniho plynu (methan,
amoniak, isobutan) pfi tlaku 0,1 — 100 Pa, ¢imz dojde k ionizaci produkujici velké
mnozstvi reakCnich iontd. Molekuly vzorku jsou postupné ionizovany reakénim
plynem prostfednictvim pfenosu protonu, ktery produkuje pseudomolekularni ionty
MH" a v zavislosti na volbé reakéniho plynu dochazi ke tvorbé riiznych aduktd (napf.
MNH ;je typickym aduktem amoniaku s reakénim plynem). Vysledné

pseudomolekularni ionty MH" maji obvykle nizkou vnitini energii a tak podléhaiji
méné fragmentaci nez molekularni ionty generované prostfednictvim El. Tento
zpusob ionizace poskytuje jednoznacnou informaci o molekulové hmotnosti. V
disledku malé nebo zadné fragmentace je technika PCI vice vhodna pro konfirmaci,
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protoze ion MH" je vice intenzivni a specificky nez jakykoliv fragmentovy ion o nizsi
hmotnosti. PCIl tak mize poskytnout zvySeni citlivosti a zlepSeni detekce [109].

Produkce nizkoenergetickych elektronll prostfednictvim chemické ionizace
poskytuje pfilezitost pro dalSi ionizaCni techniku, Casto nazyvanou negativni
chemicka ionizace (negative chemical ionization, NCI). Mechanismus NCI je
prakticky stejny jako u detektoru elektronového zachytu: elektron s nizkou energii je
zachycen elektronegativni molekulou vzorku, dojde ke tvorbé iontu M~
(molekularniho aniontu), ktery muze nebo nemusi podlehnout fragmentaci v
zavislosti na své struktufe. NCI ma dvé vyznacné vyhody oproti El a PCI:

¢ je pfiblizné 100x rychlejsi, dovolujici v nékterych pfipadech 100 nasobné nebo

vySSi zlepSeni citlivosti

e je vysoce selektivni, protoZze pouze limitované mnozstvi analytd je schopno

zachytit elektron (napf. analyty obsahujici halogenovy atom, nitro skupinu
nebo rozsahly systém aromatickych kruht)

Rada halogenovanych latek, které je mozno detekovat pomoci ECD jsou
ionizovatelné technikou NCI [110]. Pro umoznéni ionizace technikou NCI, popf. pro
ZlepSeni citlivosti je vhodna chemicka derivatizace pomoci elektrofilnich
derivatizagnich Cinidel.

Hmotnostni separatory

Vybér hmotnostniho analyzatoru je ur€en poZzadovanym hmotnostnim rozsahem,
rozliSenim, citlivosti, akvizicni rychlosti a v neposledni fadé cenou zafizeni. V zasadé
mohou byt hmotnostni analyzatory rozdéleny do dvou skupin: scanovaci a
nescanovaci.

Nejbéznéjsi scanovaci analyzatory jsou kvadrupdl a iontova past (ion trap). Obé
zafizeni mohou pracovat ve dvou mddech: Full Scan (snimani zadaného rozsahu
m/z) a SIM (selected ion monitoring — snimani vybranych iontd). V médu SIM je u
kvadrupdlu dosazeno vys$Si citlivosti snimanim jen nékolika vybranych iontd, avSak
ztracime informaci o celém spektru [111]. lontova past kromé& moda Full Scan a SIM
umoznuje pracovat v médech Segment Scan a MS/MS. Segment Scan je mdd
podobny ,Full Scanu®, s tim rozdilem, Ze je mozno zvolit k monitorovani nékolik
usekl s nejnizsi a nejvyssi hodnotou m/z. Je tak dosazeno vySSich odezev i poméra
SIN, pfi€emz mulze poskytovat stejné spektralni informace. V médu MS/MS jsou
molekuly vzorku ionizovany v iontovém zdroji a specifické (matefské) ionty jsou
izolovany a pak nasledné fragmentovany na ionty dcefinné [112-114]. Pouzitim
modu MS/MS méa za nasledek zvySeni selektivity a detektability (zvy$eni poméru
signalu k Sumu, S/N) ve srovnani s mody ,Full Scan“ a SIM, ovéem prace v MS/MS
modu vyzaduje dukladnou optimalizaci fady parametru pro vSechny analyty.

Zatimco vySe uvedena technika MS/MS je prezentovana jako tandem-in-time,
existuje jeSté tandem-in-space technika, kde kazdy krok MS/MS postupu vyzaduje
specifické instrumentalni soucasti. Nejznaméjsi je instrumentace zvana trojity
kvadrupdl (QQQ) [115], kde prvni kvadrupdl slouzi k izolaci matefského iontu, ve
druhém jsou izolované ionty fragmentovany a preneseny do tfetiho kvadrupélu, ktery
slouzi pro izolaci a monitorovani vybranych dcefinnych iontd.

,Nescanovaci® hmotnostni analyzatory jsou reprezentovany praletovym
hmotnostnim analyzatorem (time-of-flight, TOF) a iontovym cyklotronem. Tyto
instrumenty nabizeji velkou akvizi¢ni rychlost a jsou tak vhodné nejen pro klasickeé,
ale také pro velmi rychlé chromatografické separace. DalSi jejich vyhodou je akvizice
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plnych hmotnostnich spekter bez ztraty citlivosti. lontovy cyklotron se vSak zatim

Vv wiwvzs

své nezastupitelné misto nejen na poli analyzy potravinovych a enviromentalnich
kontaminant(
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2 Metoda stanoveni rezidui pesticidu v potravinach

Tato kapitola je vénovana praktickému prikladu feSeni multirezidualni metody
s plynové-chromatografickou koncovkou pro stanoveni 83 pesticidd s raznymi
fyzikalné-chemickymi vlastnostmi. Kapitola dale seznamuje se strategiemi a vysledky
validacniho postupu. Metoda je =zamySlena pro analyzu organochlorovych,
organofosforovych a organodusikatych pesticidi v Sirokém spektru rostlinnych
materiall (napf. ovoce, zelenina, obiloviny, Ilusténiny a olejniny). V ramci pilotni
studie byly testovany pracovni charakteristiky na matrici s vysokym obsahem vody
(jablka). V navazujicich experimentech bude testovana pouZitelnosti metody pro
matrice s nizkym obsahem vody (mouka, ovocné cCaje), vy$Sim obsahem tuku
(lusténiny, olejniny) a pro komplexni/slozité matrice (kofeni, ¢aje, chmel apod.).

Prehled jednotlivych pesticidti:

ORGANOFOSFOROVE INSEKTICIDY

acephate CAS: 30560-19-1
azinphos-ethyl CAS: 2642-71-9
azinphos-methyl CAS: 86-50-0
chlorfenvinphos CAS: 41483-43-6
chlorpyrifos CAS: 2921-88-2
chlorpyrifos-methyl CAS: 5598-13-0
diazinon CAS: 333-41-5
dichlorvos CAS: 62-73-7
dimethoat CAS: 60-51-5
ethion CAS: 563-12-2
etrimfos CAS: 38260-54-7
fenitrothion CAS: 122-14-5
fenthion CAS: 55-38-9
heptenophos CAS: 23560-95-0
malathion CAS: 121-75-5
methacrifos CAS: 30864-28-9
methamidophos CAS: 10265-92-6
methidathion CAS: 950-37-8
monocrotophos CAS: 6923-22-4
omethoat CAS: 1113-02-6
parathion CAS: 56-38-2
parathion-methyl CAS: 298-00-0
phosalone CAS: 2310-17-0
phosmet CAS: 732-11-6
phosphamidon CAS: 13171-21-6
pirimiphos-methyl CAS: 29232-93-7
mevinphos (cis, trans) CAS: 26718-65-0
tolclofos-methyl CAS: 57018-04-9
triazophos CAS: 24017-47-8
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ORGANOCHLOROVANE PESTICIDY
endosulfan (a, B, SO4)
chlorothalonil

aldrin

dieldrin

endrin

0,p-DDD

p,p-DDD

0,p-DDE

p,p-DDE

0,p-DDT

p,p-DDT

heptachlor
hexachlorbenzen (HCB)
a-HCH

B-HCH

y-HCH (lindan)

0-HCH

CAS:
CAS:
CAS:

CAS:
CAS:
CAS:
CAS:
CAS:
CAS:
CAS:
CAS:
CAS:

N-TRIHALOGENMETHYLTHIO SLOUCENINY

captan
folpet
dichlofluanid
tolylfluanid

PYRETHROIDY
bifenthrin
B-cyfluthrin
A-cyhalotrin
cypermethrin
deltamethrin
fenvalerate
permethrin

DIKARBOXIMIDY
procymidone
vinclozolin
iprodione

KARBAMATY
carbaryl
fenoxycarb
chlorpropham
pirimicarb
propham

TRIAZOLY
difenoconazole
penconazole

CAS:
CAS:
CAS:

CAS:
CAS:
CAS:
CAS:
CAS:
CAS:
CAS:

CAS:
CAS:
CAS:

CAS:
CAS:
CAS:
CAS:

CAS:
CAS:

115-29-7
1897-45-6
309-00-2

CAS: 60-57-1
72-20-8
53-19-0
72-54-8
72-55-9
72-55-9
784-02-6
50-29-3
76-44-8
118-74-1

CAS: 319-85-7
CAS: 58-89-9
CAS: 58-89-9
CAS: 6108-10-7

CAS: 133-06-2
133-07-3
1085-98-9
731-27-1

82657-04-3
68359-37-5
68085-85-8
52315-07-8
52918-63-5
51630-58-1
52645-53-1

32809-16-8
50471-44-8
36734-19-7

63-25-2
79127-80-3
CAS: 101-21-3
23103-98-2
122-42-9

119446-68-3
66246-88-6
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tebuconazole
tetraconazole
triadimefon
triazamate

DALSI

bupirimate (pyrimidin)
imazalil (azol)
bromopropylate (benzilat)
metalaxyl (acylalanin)
tetradifon (sulfon)

CAS: 107534-96-3
CAS: 112281-77-3
CAS: 43121-43-3
CAS: 112143-82-5

CAS: 41483-43-6

CAS: 35554-44-0
CAS: 18181-80-1

CAS: 57837-19-1
CAS: 116-29-0

thiabendazol (benzimidazol) CAS: 148-79-8
cyprodinil (anilinopyrimidine) CAS: 121552-61-2
fenarimol (pyrimidin) CAS: 60168-88-9
kresoxim-methyl (oximinoacetat) CAS: 143390-89-0
pyridaben (chloropyridazin) CAS: 96489-71-3
trifloxystrobin (oximinoacetat) CAS: 141517-21-7

2.1 Princip metody

Princip stanoveni rezidui pesticidi z matric rostlinného plvodu je nasledujici
(viz. Obr. 2). Pesticidy jsou znavazky vzorku extrahovany organickym
rozpoustédlem a primarni extrakty jsou precistény pomoci vysokoucinné gelové
permeacni chromatografie (HPGPC). Identifikace a kvantifikace analytl
v precisténém extraktu se provadi metodou kapilarni plynové chromatografie (GC) s
vyuzitim selektivnich zplsobl detekce (detektor elektronového zachytu — ECD a
dusiko-fosforovy detektor — NPD) na zakladé srovnani retenénich €asl a ploch pik
analytt a standardd. Obsahy analyti se stanovuji metodou vnéjSiho standardu, tj.
interpolaci z kalibracnich kfivek sestavenych pro jednotlivé analyty. K identifikaci a
kvantifikaci nékterych analytd a ke konfirmaci identity pozitivnich nalezl je vyuzita
metoda plynové chromatografie s hmotnostné selektivni detekci (GC/MSD).

Homogenizace vzorku

I

Isolace rezidui pesticidt
IL— Zakoncentrovani extraktu

Predisténi
ﬁ<— Zakoncentrovani prec¢isténého extraktu

Identifikace/kvantifikace + konfirmace

Obr. 2: Schéma stanoveni rezidui pesticidl v potravinach rostlinného puvodu.
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2.2 Pouzité pristroje a standardni roztoky

Piecisténi (HPGPC)

automaticky systém pro kapalinovou chromatografii, sestavajici z vysokotlaké
pumpy 305, manometrického modulu 805 Manometric Module, nastfikove
pumpy 402 Syringe Pump a automatického davkovace 231 XL Sampling
Injector, vde GILSON (USA)

gelova kolona pro HPGPC (600 x 7,5 mm) plnéna gelem PL-gel, velikost
astic 10 um, velikost pord 50 A, Polymer Laboratories Ltd. (UK)

nerezova kolona pro GPC (500 x 8 mm) naplnéna gelem Bio-Beads S-X3 v
mobilni fazi cyklohexan-ethylacetat (1:1, v/v)

Plynovy chromatograf s konvencnimi detektory (GC — ECD/NPD)

HP 6890 Plus vybaveny elektronickou kontrolou tlaku (EPC), split/splitless
injektorem, detektorem elektronového zachytu (ECD) a dusiko-fosforovym
detektorem (NPD), Hewlett-Packard (USA)

automaticky injektor pro plynovy chromatograf HP 7683, Hewlett-Packard
(USA)

nastrikova stfikacka 10 ul, Hamilton (USA)

Plynovy chromatograf s hmotnostné-selektivni detekci (GC - IMSD)

HP 6890 N vybaveny elektronickou kontrolou tlaku (EPC), split/splitless
injektorem a hmotnostné-selektivnim detektorem MSD 5975 Inert XL, Agilent
(USA)

automaticky injektor pro plynovy chromatograf 7683B Series, Agilent (USA)
nastfikova stfikacka 10 ul, Hamilton (USA)

Kolona pro GC

kapilarni kfemenna kolona pro plynovou chromatografii s chemicky vazanou
fazi:

DB-5 MS 60 m x 0,25 mm x 0,25 um; (5% fenyl)-methylpolysiloxan, J&W
Scientific  (USA)

Chemikadlie, roztoky a materialy

certifikované individualni standardy pesticidl, Dr. Ehrenstorfer (SRN) a
Pestanal, Riedel de Haén (SRN)

zdsobni roztoky pesticidii v toluenu,

siran sodny p.a., sueny Zihanim pfi 600°C 7 hod, Lachema Brno (CR)
ethylacetat pro analyzu pesticidu, Scharlau (SRN)

cyklohexan, toluen pro analyzu pesticidd, MERCK (SRN)

papirove filtry se Zlutou paskou - stfedné velké pory, Filtrak (SRN)

Plyny: helium (Siad, CR), gistota 5.0
dusik (Siad, CR), gistota 5.0
vodik (Linde technoplyn, CR), &istota 5.0
synteticky vzduch (Siad), Cistota 5.0
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2.3 Priprava standardu

Zasobni standardy

Zasobni roztoky standardd individualnich pesticida byly pfipraveny navazenim
jednotlivych certifikovanych gramazovych standardd do odmérnych banék na
analytickych vahach. Odvazené mnozstvi bylo rozpusténo v organickém
rozpoustédle a dopInéno po rysku. Odpovidajici mnoZstvi zasobnich roztoku bylo
odméreno mikrodavkovatem a pfevedeno do odmérné banky. Po nadavkovani
vSech individualnich standardu byl pfislusny smésny standard doplnén v odmérné
barice organickym rozpoustédlem po rysku.

Kalibracni standardy

V experimentech bylo pouzivano 6 kalibraCnich standardu. KalibraCni
standard o nejvy8Si koncentraci (STD1) byl pfipraven nafedénim smésného
standardu na pfislusnou koncentracéni hladinu. Ostatni kalibraéni standardy byly
pripraveny rozfedénim standardu STD1 toluenem do odmérnych banék.

Pr#iprava standardii uréenych k cilené kontaminaci vzorkii (kontrola vytéZnosti)

Pro ucely ovéfeni spravnosti metody (vyjadfené jako vytéZnost), byly
rozfedénim smésnych standardu pfipraveny 2 vyrazné odliSné koncentracni hladiny
standard( (tzv. spikovaci smési) ve stejném organickém rozpoustédle, jako byly
realizovany extrakce.

Piiprava standardii pro ovéieni elucniho profilu pesticidu pii HPGPC

Standard pro stanoveni elu¢niho profilu pesticidi na koloné PL- gel byl
pfipraven ze spikovacich standardd opatrnym odfoukanim jemnym proudem dusiku a
rozpusténim v mobilni fazi.

Matriéni standardy

Kalibrace na matricni standardy byla realizovana za ucelem kompenzace
matri¢nich efektd pfi analyze vzorku plynovou chromatografii. Matri¢ni standardy byly
pfipraveny nasledujicim zpusobem: precistény extrakt vzorku neobsahujiciho rezidua
pesticidu (ij. slepy vzorek) pfipraveny postupem stejnym jako vzorky, byl po odpareni
do sucha rozpusten v 1 ml odpovidajiciho kalibracniho standardu a pfeveden do
vialky.

Matricni standardy byly pfipravovany ze stejného typu matrice jako
analyzované vzorky. V pfipade, Zze nebyl k dispozici slepy vzorek dané matrice, byla

pouzita pfibuzna matrice.

2.4 Eluéni profily

Elucni profil pesticidd na koloné PL - gel byl testovan za ucelem ovéreni
spravného nastaveni jimané frakce eluentu z kolony. Alikvot smésného standardu byl
automaticky nanesen (GPC systém Gilson) na kolonu PL — gel se stabilizovanym
pritokem. Eluent z kolony byl jiman po frakcich o objemu 1 ml. Po najimani bylo z
kazdé frakce odstranéno rozpoustédlo opatrnym odfoukanim proudem dusiku a
zbytek byl rozpuSten v organickém rozpoustédle a analyzovan plynovou
chromatografii.
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2.5 Stanoveni pracovnich charakteristik metody

V ramci valida¢ni studie pro stanoveni rezidui pesticidd bylo provedeno
stanoveni nasledujicich pracovnich charakteristik:
spravnost (pravdivost a pfesnost)
pracovni rozsah a linearitu
selektivita metody
mez detekce a mez stanovitelnosti
robustnost

Pravdivost metody

Spravnost metody je definovana jako tésnost shody mezi pravou (skutecnou,
resp. referencni hodnotou) a naméfenou stfedni hodnotou vysledku analyzy.
Principialné muaze byt zjisténa nékolika zpusoby — (i) porovnanim vysledkd metody
s potvrzenou referencni  (primarni) metodou, (ii) analyzou vzorku se znamou
koncentraci (napf. certifikovany referencni material, CRM) a (iii) fortifikaci
testovaného materialu pridavkem standardu na znamé koncentracni hladiné (tzv.
spike). Vzhledem k limitované stabilit¢ modernich pesticidd jsou komeréni CRM
prakticky nedostupné. Rutinné je tedy pravdivost metody ovéfovana analyzou
materialu s pfidavkem standardu, je tedy vyjadfena jako vytéznost.

V Tab. IV jsou uvedeny vytéznosti jednotlivych latek na HPGPC za
definovanych podminek. PFi precisténi extraktl rostlinnych matric na HPGPC je
z duvodu prekryvu elunich past matricnich koextraktl a analyti na HPGPC nizsi
vytéZnost lambda-cyhalotrinu (50 %). V Tab. V jsou uvedeny vytéznosti jednotlivych
latek ziskané pfi analyze vzorku jablek s pfidavkem standardu. Pfi analyzach
realnych vzorkl byla pozorovana nizsi vytéznost pesticidli imazalilu a thiabendazolu.
Vytéznost extrakce téchto latek je ovlivnéna hodnotou pH analyzované matrice
(zejména pro vice kyselé potraviny — pomerance atd.), a proto je nutné brat tento
faktor v potaz. V téchto druzich matric maze byt rovnéz nizsi vytéznost vice polarnich
organofosforovych insekticidd  (methamidophos, acephate, fenthion atd.).
Experimenty zabyvajici se zvySenim vytéznosti téchto pesticidu pfi extrakénim kroku
budou realizovany. V pfipadé pozitivnich nalezli vSech vySe uvedenych analytl je
jejich obsah ve vzorku korigovan podle zjisténé aktualni vytéznosti metody.
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Tab. IV. Vytéznosti pesticidi na HPGPC (matrice — jablka)

pesticid detekce komgmg&i\ce v;"té[f/:]ost
aldrin GC/ECD 0,107 88
beta-cyfluthrin GC/ECD 0,040 64
bifenthrin GC/ECD 0,045 74
brompropylate GC/ECD 0,043 97
captan GCIMS 0,063 92
cyhalothrin-lambda GC/ECD 0,034 51
cypermethrin GC/ECD 0,051 81
deltamethrin GC/ECD 0,119 92
dieldrin GCIMS 0,107 96
dichlofluanid GC/ECD 0,090 94
endosulfan-alfa GC/ECD 0,020 94
endosulfan-beta GC/ECD 0,017 88
endosulfan-SO4 GC/ECD 0,022 85
endrin GC/ECD 0,113 92
fenvalerate GC/ECD 0,047 79
folpet GC/ECD 0,138 93
HCB GC/IECD 0,117 71
heptachlor GC/ECD 0,102 90
HCH-alfa GC/ECD 0,198 80
HCH-beta GC/ECD 0,114 90
HCH-delta GC/ECD 0,117 89
chlorothalonil GC/ECD 0,033 106
iprodion GC/ECD 0,533 87
lindan GC/ECD 0,094 91
0,p-DDD GCIMS 0,124 96
0,p-DDE GC/ECD 0,100 92
o0,p-DDT GC/ECD 0,104 89
p,p-DDD GCIMS 0,098 92
p,p-DDE GC/ECD 0,090 91
p,p-DDT GC/ECD 0,109 85
permethrin GC/ECD 0,103 91
procymidone GCIMS 0,061 92
tetradifon GCIMS 0,021 126
tolylfluanid GCIMS 0,023 100
vinclozolin GC/IECD 0,020 93
acephate GCINPD 0,202 130
azinphos-ethyl GC/NPD 0,118 96
azinphos-methy! GCINPD 0,119 99
bupirimate GC/NPD 0,156 85
carbaryl GCIMS 0,239 94
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Tab. IV. Vytéznosti pesticidi na HPGPC (matrice — jablka) /pokracovanil

pesticid detekce ko[rln?lg?;g?ce v;"t?;r]lost
diazinon GCINPD 0,115 95
dichlorvos GCINPD 0,178 59
dimethoate GCINPD 0,154 100
ethion GCINPD 0,142 95
etrimfos GC/INPD 0,118 91
fenitrothion GCINPD 0,162 96
fenoxycarb GCI/NPD 0,609 97
fenthion GCINPD 0,205 54
heptenophos GCINPD 0,285 98
chlorfenvinphos GCINPD 0,149 102
chlorpropham GCINPD 0,640 97
chlorpyrifos GCINPD 0,221 94
chlorpyrifos-methyl GCINPD 0,238 93
imazalil GC/INPD 0,306 29
malathion GCINPD 0,130 93
metalaxyl GCIMS 0,600 94
methacriphos GCINPD 0,149 79
methamidophos GCINPD 0,391 94
methidathion GCINPD 0,115 93
mevinphos GCINPD 0,196 108
monocrotophos GCI/NPD 0,286 94
omethoate GC/NPD 0,487 100
parathion-ethyl GCI/NPD 0,196 98
parathion-methyl GCIMS 0,205 96
phosalone GCINPD 0,266 96
phosmet GCINPD 0,223 97
phosphamidon GCI/NPD 0,281 98
pirimicarb GCINPD 0,364 64
pirimiphos-methyl GCINPD 0,193 94
propham GCI/NPD 0,475 84
thiabendazole GCI/MS 0,369 92
tolclofos-methyl GCI/MS 0,208 96
triazophos GC/NPD 0,180 91
cyprodinyl GCINPD 0,135 87
difenoconazole GC/ECD 0,083 123
fenarimol GC/ECD 0,165 83
kresoxim-methyl GC/MS 0,071 94
penconazole GC/MS 0,063 110
pyridaben GC/MS 0,193 72
tebuconazole GC/ECD 0,080 80
tetraconazole GC/ECD 0,089 78
triadimefon GC/MS 0,050 68
triazamate GC/ECD 0,074 104
trifloxystrobin GC/ECD 0,135 98
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Tab. V. Primérna vytéznost pesticidl pfi analyze vzorku jablek s pfidavkem
standardu pesticidu

pesticid detekce koFr;:g?lzé?ce vfrt?;?ost
ldrin GCIECD 0,107 82
beta-cyfluthrin= GC/ECD 0,040 80
bifenthrin GC/ECD 0,045 87
brompropylate GC/ECD 0,043 90
captan GCIMS 0,063 85
cyhalothrin-lambdax GC/ECD 0,034 53
cypermethrin GC/ECD 0,051 85
deltamethrin GC/ECD 0,119 92
dieldrin GCIMS 0,107 94
dichlofluanid GC/ECD 0,090 93
endosulfan-alfa GC/ECD 0,020 101
lendosulfan-beta GC/ECD 0,017 91
lendosulfan-SO4 GC/ECD 0,022 91
lendrin GC/ECD 0,113 88
fenvalerate GC/ECD 0,047 90
folpet GC/ECD 0,138 127
HCB GC/ECD 0,117 83
heptachlor GC/ECD 0,102 85
HCH-alfa GC/ECD 0,198 89
HCH-beta GC/ECD 0,114 86
HCH-delta GC/ECD 0,117 82
ichlorothalonil GC/ECD 0,033 109
iprodion GC/ECD 0,533 86
lindan GC/ECD 0,094 81
o,p-DDD GCIMS 0,124 94
o,p-DDE GC/ECD 0,100 94
0,p-DDT GC/ECD 0,104 88
p,p-DDD GC/MS 0,098 96
p,p-DDE GC/ECD 0,090 85
p,p-DDT GC/ECD 0,109 87
permethrin GC/ECD 0,103 85
procymidone GCIMS 0,061 85
tetradifon GCIMS 0,021 92
tolylfluanid GC/MS 0,023 94
vinclozolin GC/ECD 0,020 87
pcephate GCINPD 0,202 112
lazinphos-ethyl GCINPD 0,118 92
azinphos-methyl GC/NPD 0,119 97
bupirimate | GCI/NPD 0,156 84

* obsah analytl je vzdy korigovan podle aktualni vytéznosti metody



Tab. V. : pokracovani

pesticid detekce kOF nﬁg?&g?ce vyte;:/;\]ost
carbaryl GCIMS 0,239 96
diazinon GCINPD 0,115 90
dichlorvos GCINPD 0,178 86
dimethoate GCINPD 0,154 92
lethion GCINPD 0,142 95
etrimfos GCINPD 0,118 90
fenitrothion GCINPD 0,162 91
fenoxycarb GC/NPD 0,609 105
fenthion: GC/NPD 0,205 64
heptenophos GC/INPD 0,285 88
chlorfenvinphos GC/INPD 0,149 99
chlorpropham GCINPD 0,640 89
chlorpyrifos GC/NPD 0,221 93
chlorpyrifos-methyl GC/NPD 0,238 92
imazalil GC/NPD 0,306 39
malathion GCINPD 0,130 93
metalaxyl GCIMS 0,600 85
methacriphos GC/NPD 0,149 92
methamidophos GCI/NPD 0,391 94
methidathion GCINPD 0,115 99
mevinphos GCI/NPD 0,196 103
monocrotophos GCINPD 0,286 95
omethoate GC/NPD 0,487 96
parathion-ethyl GCI/NPD 0,196 97
parathion-methyl GCIMS 0,205 93
phosalone GC/NPD 0,266 93
phosmet GC/NPD 0,223 99
phosphamidon GC/NPD 0,281 90
pirimicarb GC/NPD 0,364 70
pirimiphos-methyl GC/NPD 0,193 93
propham GCINPD 0,475 88
thiabendazole = GCIMS 0,369 74
tolclofos-methyl GCIMS 0,208 91
triazophos GCINPD 0,180 90
cyprodinyl GC/NPD 0,135 65
difenoconazole GC/ECD 0,083 95
fenarimol GC/ECD 0,165 91
kresoxim-methyl GC/MS 0,071 100
penconazole GC/MS 0,063 87
pyridaben GC/MS 0,193 104
tebuconazole GC/ECD 0,080 94
tetraconazole GC/ECD 0,089 88
triadimefon GC/MS 0,050 90
triazamate GC/ECD 0,074 102
trifloxystrobin GC/ECD 0,135 106

* obsah analytl je vzdy korigovan podle aktualni vytéZznosti metody



Opakovatelnost metody

Opakovatelnost Ize charakterizovat relativni smérodatnou odchylkou (RSD,
%), ktera byla vypocCtena ze Sesti opakovanych stanoveni na dvou rdznych
koncentracnich hladinach. Tabulka VI dokumentuje dosazené hodnoty RSD ziskané
v systémech GC-ECD/NPD a GC-MS.

Tab. VI. Relativni smérodatné odchylky pfi stanoveni pesticidi ve vzorcich se
znamym obsahem analytll (ECD,NPD detekce)

pesticid kanigr;I;tg?ce detekce R[OSA:]D pesticid ko{n;gz:;}we detekce R[OSA)I]D
acephate 0,202 NPD 26,6 [malathion 0,130 NPD 7,1
aldrin 0,107 ECD 7,3 metalaxyl 0,600 NPD 18,7
azinphos-ethyl 0,118 NPD 10,0 |methacriphos 0,149 NPD 9,7
azinphos-methyl 0,119 NPD 9,7 methamidophos 0,391 NPD 22,9
beta-cyfluthrin-1+l1 0,040 ECD 8,8 methidathion 0,115 NPD 8,7
bifenthrin 0,045 ECD 6,3 |mevinphos 0,196 NPD 8,9
brompropylate 0,043 ECD 4,8 monocrotophos 0,286 NPD 20,8
bupirimate 0,156 NPD 20,2 |o,p-DDD 0,124 ECD 7.4
captan 0,063 ECD 3,1 |o,p-DDE 0,100 ECD 6,8
carbaryl 0,239 NPD 18,7 |o,p-DDT 0,104 ECD 6,5
chlorfenvinphos I+1I 0,149 NPD 9,6 |omethoate 0,487 NPD 26,1
chlorothalonil 0,033 ECD 9,6 p,p-DDD 0,098 ECD 7.9
chlorpropham 0,640 NPD 8,7 |p,p-DDE 0,090 ECD 6,6
chlorpyrifos 0,221 NPD 6,0 p,p-DDT 0,109 ECD 6,7
chlorpyrifos-methyl 0,238 NPD 7,1  |parathion-ethyl 0,196 NPD 7,7
cyhalothrin-lambda 0,034 ECD 9,7 parathion-methyl 0,205 NPD 0,6
cypermethrin-I-1V 0,051 ECD 4,7 permethrin-II 0,103 ECD 10,2
deltamethrin 0,119 ECD 13,1 |phosalone 0,266 NPD 6,9
diazinon 0,115 NPD 6,7 phosmet 0,223 NPD 10,3
dichlofluanid 0,090 ECD 10,9 |phosphamidon I+l 0,281 NPD 10,6
dichlorvos 0,178 NPD 7,7 pirimicarb 0,364 NPD 33,5
dieldrin 0,107 ECD 7,4  |pirimiphos-methyl 0,193 NPD 14,5
dimethoate 0,154 NPD 14,4 |procymidone 0,061 ECD 3,1
endosulfan-alfa 0,020 ECD 10,7 |propham 0,475 NPD 9,8
endosulfan-beta 0,017 ECD 53 tetradifon 0,021 ECD 59
endosulfan-SO,4 0,022 ECD 4,3 |thiabendazole 0,369 NPD 16,5
endrin 0,113 ECD 7,4  |tolclofos-methyl 0,208 NPD 7,8
ethion 0,142 NPD 8,7 |tolylfluanid 0,023 ECD 9,5

pesticid koFﬂi;?;;?ce GC/MS m/z REOSA!]D pesticid ko[nn(;(ga?lzg?ce GC/MS m/z T;)l])
etrimfos 0,118 NPD 8,5 |triazophos 0,180 NPD 14,2
fenitrothion 0,162 NPD 8,6 |vinclozolin 0,020 ECD 9,7
fenoxycarb 0,609 NPD 20,5 |cyprodinyl 0,135 NPD 17,6
fenthion 0,205 NPD 14,5 |difenoconazole I+lI 0,083 ECD 3,8
fenvalerate-1+lI 0,047 ECD 9,0 |fenarimol 0,165 ECD 10
folpet 0,138 ECD 7,8 |kresoxim-methyl 0,071 ECD 8,9
HCB 0,117 ECD 8,0  |penconazole 0,063 ECD 101
HCH-alfa 0,198 ECD 7,8  |tebuconazole 0,193 ECD 6,0
HCH-beta 0,114 ECD 5,6 [|tetraconazole 0,080 ECD 52
HCH-delta 0,117 ECD 7,5 |triadimefon 0,089 ECD 6,5
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heptachlor 0,102 ECD 4,2 |triazamate 0,050 ECD 7,6

heptenophos 0,285 NPD 10,0 |trifloxystrobin 0,074 ECD 8,8

imazalil 0,306 ECD 10,5 [lindan 0,094 ECD 7,6

acephate 0,202 136 21,2 |malathion 0,130 127 4,1

aldrin 0,107 263 7,4 Jmetalaxyl 0,600 206 3,8

azinphos-ethyl 0,118 132 9,1 |methacriphos 0,149 208 3,4

azinphos-methyl 0,119 160 8,9 |methamidophos 0,391 141 15,0
beta-cyfluthrin-1+I1 0,040 163 8,2 |methidathion 0,115 145 4,8

bifenthrin 0,045 181 5,6 |mevinphos 0,196 127 51

brompropylate 0,043 341 7,4  Jmonocrotophos 0,286 127 16,7
bupirimate 0,156 273 10,6 Jo,p-DDD 0,124 235 7,9

captan 0,063 79 9,8 |o,p-DDE 0,100 318 7,8

carbaryl 0,239 144 5,7 |o,p-DDT 0,104 235 8,3

chlorfenvinphoslI+l| 0,149 267 5,2 Jomethoate 0,487 156 17,3
chlorothalonil 0,033 266 29 |p,p-DDD 0,098 199 8,1

chlorpropham 0,640 213 3,7 p,p-DDE 0,090 246 8,1

chlorpyrifos 0,221 314 7,7 |p,p-DDT 0,109 235 9,3

chlorpyrifos-methyl 0,238 286 7,3 |parathion-ethyl 0,196 291 8,0

cyhalothrin-lambda 0,034 181 8,7 |parathion-methyl 0,205 263 8,1

cypermethrin-I-IV 0,051 181 11,7 |permethrin-Il 0,103 183 7,5

deltamethrin 0,119 253 12,6 |phosalone 0,266 182 9,7

diazinon 0,115 179 7,8 |phosmet 0,223 160 16,6
dichlofluanid 0,090 123 4,2 phosphamidon [+l 0,281 127 9,0

dichlorvos 0,178 185 10,3 |pirimicarb 0,364 166 9,0

dieldrin 0,107 263 8,3 |pirimiphos-methyl 0,193 290 9,8

dimethoate 0,154 125 4,0 |procymidone 0,061 283 3,9

endosulfan-alfa 0,020 241 6,4 |propham 0,475 179 3,5

endosulfan-beta 0,017 195 6,3 [tetradifon 0,021 159 5,2

endosulfan-SO, 0,022 272 4,9 |thiabendazole 0,369 201 16,4
endrin 0,113 263 8,0 [tolclofos-methyl 0,208 265 7,6

ethion 0,142 231 9,9 |tolylfluanid 0,023 137 4,5

etrimfos 0,118 292 7,1 |triazophos 0,180 161 6,9

fenitrothion 0,162 277 7,7 vinclozolin 0,020 212 3,4

fenoxycarb 0,609 255 10,1 cyprodinyl 0,135 224 12,9
fenthion 0,205 278 14,2 lgifenoconazole 0,083 207 11,6
fenvalerate-1+lI 0,047 167 9,0 Ifenarimol 0,165 219 125
folpet 0,138 130 119 |kresoxim-methyl 0,071 116 16,4
HCB 0,117 284 7.5 |penconazole 0,063 161 48

HCH-alfa 0,198 219 7,6 pyridaben 0,193 147 18,1
HCH-beta 0,114 219 7.0 |iebuconazole 0,080 252 191
HCH-delta 0,117 219 7,9 tetraconazole 0,089 338 10,0
heptachlor 0,102 272 75 |tiadimefon 0,050 208 121
heptenophos 0,285 124 74 \yiazamate 0,074 262 17,4
imazalil 0,306 215 31,5 trifloxystrobin 0,135 222 27.2
lindan 0,094 183 7,5

Pracovni rozsah a linearita
Pracovni rozsah je rozsah

ve kterém je kalibracCni vztah linearni.

koncentrace analytu, vnémz lze dosahnout
prijatelné pfesnosti stanoveni. Pracovni rozsah je obecné SirSi nez linearni rozsah,
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Linearita analytické metody je jeji schopnost zajistit vysledky, které jsou pfimo
nebo pomoci definované matematické transformace umérné koncentraci analytu ve
vzorku v daném rozsahu.

Selektivita metody

Selektivitou se rozumi schopnost analytické metody stanovit spravné a
jednoznacné cilovy analyt v pfitomnosti slozek matrice vzorku. Vzhledem k tomu, Ze
pfi analyze realnych vzorku (extrakce, precisténi extraktu atd.) nelze zcela odstranit
slozky matrice (rostlinné vosky a pigmenty — chlorofyly, karotenoidy atd.) izolované
spolu s cilovymi analyty, dochazi pfi finalnim plynové-chromatografickém stanoveni k
narusovani signalu analytu signaly téchto slozek. Tento fakt nasledné ztézuje
identifikaci a kvantifikaci cilovych analytu.

Plynova chromatografie s ECD detekci umozZnuje selektivni stanoveni
organohalogenovych sloucenin, interference se vyskytuji u matric s vy§Sim obsahem
slouCenin (napf. obsahujici nenasycené vazby - terpenické silice v pfipadé
pomerancU; karoteny pfi stanoveni mrkve, rajcat; atd.), které také poskytuji odezvu
pfi tomto zpusobu detekce a nejsou oddéleny béhem Cisticiho kroku.

Plynova chromatografie s NPD detekci umoznuje selektivné stanovit latky
obsahujici v molekule atom dusiku popf. fosforu. Tato detekce je velmi selektivni,
interference se vyskytuji pouze v pfipadé komodit s obsahem latek, zahrnujicich ve
své struktufe atomy dusiku (glukosinolaty a jejich degradaéni produkty v rostlinach
Celedi Brasicaceae).

Aplikace GC-MS s hmotnostnim analyzatorem typu kvadrupdl slouzi
prfedevSim ke konfirmaci podezfelych nalezi ve vzorcich. V pfipadé MRM, kdy
analyzou velkého mnozstvi pesticidi nevyhnutelné dochazi ke vzniku ,kritickych
paru“ (koeluci dvou a vice standardu), slouzi k identifikaci téchto latek. Jak jiz bylo
zminéno v uvodu, kvadrupdl pracuje ve dvou modech - Scan (snimani zadaného
rozsahu m/z) a SIM (selected ion monitoring — snimani vybranych iontt). V modu
SIM je u kvadrupolu dosazeno vyrazné vysSi citlivosti snimanim jen nékolika
vybranych iontd pro kazdy analyt, ale ztraci se komplexni spektralni informace.
Nicméné, vsoudasné dobé& jiz existuji kvadrupdiové hmotnostni analyzatory
umoznujici pracovat v kombinovaném modu SIM/Scan, ktery umozriuje pfi zachovani
pozadovane citlivosti ziskat i plnou spektralni informaci.

Mez detekce (LOD) a mez stanovitelnosti (LOQ)
Mez detekce (LOD) analytu je nejniz8i mnozstvi analytu ve vzorku, které je mozné
detekovat, ale které neni kvantifikovatelné jako exaktni hodnota.

v v,

v v

vylou€eni slepého pokusu.

Pro ucely stanoveni LOD byl pfipraven matricni standard jablek na
uréena jako koncentrace analytu, pro kterou je dosazeno priumérné hodnoty podilu
signal / Sum S/N = 3, pfi€emz byl zohlednén Sum v okoli piku daného analytu. Mez
stanovitelnosti (LOQ) byla stanovena jako koncentrace odpovidajici trojnasobku
meze detekce (LOD).

88



Tabulka VIl uvadi pfehled detekénich limitd. S ohledem na zmény LOD a
LOQ, ke kterym dochazi napf. pfi analyze riznych matric nebo v disledku zvySeni
a/nebo poklesu ucinnosti separace pfi stanoveni plynovou chromatografii, jsou tyto
hodnoty pouze orientaCni. Aktualni hodnota LOD/LOQ se vyhodnocuje vzdy
individualné pro danou kombinaci analyt/matrice.

Tab. VII. Meze detekce jednotlivych pesticidit v matrici (jablka) (nd=nedetekovino)

detekéni limit [mg/kg]
pesticid

ECD NPD MSD
acephate nd 0,020 0,025
azinphos-Et 0,005 0,010 0,010
azinphos-Me 0,005 0,010 0,010
beta-cyfluthrin 0,001 nd 0,010
bifentrin 0,001 nd 0,010
bromopropylate 0,001 nd 0,010
bupirimate 0,005 nd 0,010
captan 0,010 nd 0,015
carbaryl nd 0,010 0,005
cyhalothrin-lambda 0,005 nd 0,015
cypermethrin 0,005 nd 0,015
deltamethrin 0,005 nd 0,010
diazinon nd 0,005 0,005
dichlofluanid 0,005 nd 0,005
dichlorvos nd 0,005 0,010
dimethoate nd 0,005 0,010
endosulfan-alfa 0,001 nd 0,010
endosulfan-beta 0,001 nd 0,010
endosulfan-S04 0,001 nd 0,010
Ethion nd 0,005 0,005
etrimfos nd 0,005 0,010
fenitrothion 0,005 0,005 0,005
fenoxycarb nd 0,020 0,005
fenthion nd 0,010 0,010
fenvalerate 0,005 nd 0,020
Folpet 0,005 nd 0,010
heptenophos nd 0,005 0,005
chlorothalonil 0,001 nd 0,005
chlorfenvinfos 0,005 0,010 0,005
chlorpropham nd 0,020 0,005
chlorpyrifos 0,001 0,005 0,005
chlorpyrifos-me 0,001 0,005 0,005
imazalil 0,010 nd 0,010
malathion 0,010 0,005 0,005
metalaxyl nd 0,025 0,030
metacriphos nd 0,005 0,005
methamidophos nd 0,025 0,025
methidathion 0,005 0,005 0,010
mevinphos nd 0,005 0,005
monocrotophos nd 0,010 0,010
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Tab. Vll/pokracovanil/. Meze detekce jednotlivych pesticidll (jablka) (nd=nedetekovano)

detekéni limit [mg/kg]

pesticid

ECD NPD MSD
omethoate nd 0,015 0,010
parathion-ethyl nd 0,005 0,005
parathion-methyl nd 0,005 0,005
phosalone 0,005 0,010 0,005
phosmet 0,010 0,005 0,010
phosphamidone 0,010 0,005 0,005
permethrin 0,005 nd 0,010
pirimicarb nd 0,020 0,005
pirimiphos-me nd 0,005 0,005
procymidone 0,005 nd 0,005
propham nd 0,020 0,005
tetradifon 0,005 nd 0,005
thiabendazole nd 0,025 0,010
tolclophos-me 0,005 0,005 0,010
tolylfluanid 0,005 nd 0,005
triazophos nd 0,005 0,010
vinclozolin 0,005 nd 0,005
Aldrin 0,005 nd 0,010
dieldrin 0,005 nd 0,010
Endrin 0,005 nd 0,010
heptachlor 0,001 nd 0,010
0,p-DDD 0,001 nd 0,005
o,p-DDE 0,001 nd 0,005
0,p-DDT 0,001 nd 0,005
p,p-DDD 0,001 nd 0,005
p,p-DDE 0,001 nd 0,005
p,p-DDT 0,001 nd 0,005
HCB 0,001 nd 0,001
a-HCH 0,001 nd 0,001
B-HCH 0,001 nd 0,001
y-HCH (lindan) 0,001 nd 0,001
5-HCH 0,001 nd 0,001
cyprodinyl nd 0,010 0,005
difenoconazole 0,010 nd 0,050
fenarimol 0,005 nd 0,010
kresoxim-methyl 0,005 0,040 0,010
penconazole 0,005 0,030 0,005
pyridaben 0,010 nd 0,004
tebuconazole 0,005 nd 0,010
tetraconazole nd 0,005 0,010
triadimefon 0,005 nd 0,010
triazamate 0,005 0,015 0,010
trifloxystrobin 0,005 0,030 0,005
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Robustnost metody

Béhem zavadéni analytického postupu byly identifikovany takové faze

analytického schématu, které mohou vyznamné ovlivhovat vysledek analyzy. Jedna
se o nasledujici operace:

1.

doba extrakce a objem extrakéniho Cinidla
- pfi extrakci pomoci vysokoobratkového homogenizatoru dochazi k zahfivani
extrahované smési, které by mohlo zpUsobit vytékani analytl; proto je tfeba
provadét extrakci maximalné 2 minuty
- v extraktu nékterych komodit, jako napf. jahod dochazi béhem prevadéni
extraktu do mobilni faze pro GPC k precipitaci srazeniny, ve které mize zlstat
zachycena (adsorbovana) &ast analytl, coz se vede ke sniZeni jejich
vytéZnosti. V uvedeném pfipadé je tfeba zvySit pomér objemu rozpoustédla
vuci navazovanému vzorku, pfipadné zvysit pH matrice pfed extrakci (na
hodnotu pH = 7)
odparovani extrakéni smési popf. odfoukavani zbytku rozpoustédel
- ovliviiuje vytéznost t€kavejSich analytl: dichlorvos, heptenophos; odpafovani
rozpoustédel se provadi pfi definované teploté lazné s vyhodou pouziti
vakuostatu, odfoukavani zbytk( rozpoustédla proudem dusiku je nutno
provadét co nejSetrnéji
zména eluéniho objemu jimané frakce pfi HPGPC
- mUZe nastat v pfipadé, kdy dochazi k podtékani nebo k tlakovani HPGPC
systému; je proto nutné pied analyzami ovéfit rychlost pratoku mobilni faze, se
sekvenci neznamych vzorkd pak analyzovat vzdy alespon jeden vzorek se
znamou koncentraci analytl popfipadé roztok standardu
kritické body plynové-chromatografického stanoveni
- odpafovani rozpoustédla pfed analyzou na plynovém chromatografu,
kdy pfi pouziti automatického injektoru se vzorky nastfikuji az po delSim
setrvani na zasobniku injektoru (napf. pfes noc) a béhem této doby se
¢ast rozpoustédla odpafi a dojde k zakoncentrovani vzorku
- ovlivnéni odezev analytl pfitomnosti matrice ve vzorku — ,matri¢ni
efekty”:
odezvy nékterych analytu jsou pfimo ovlivnény kvalitou GC systému
(organofosforové insekticidy, z dalSich napf. captan, chlorothalonil),
stav systému se testuje nastfikem standardni smési pesticidu a
jejim vizualnim porovnanim s ukazkovym chromatogramem
standardu. Zejména nadmérné chvostovani a snizené odezvy
nékterych piku jsou ukazatelem zhorSeni kvality systému. Aktualni
stav systému je nutné posoudit, popfipadé provést nutnou udrzbu
(vyCisténi  popfipadé vyména lineru, odstranéni  Casti
chromatografické kolony — asi 20 cm, vyména septa). Tuto udrzbu je
v praxi nutné provést po pfiblizné 200 nastficich realnych vzorku
(v€etné matri¢nich standardu)
- pfi kazdé sekvenci vzorku je nutné analyzovat také slepy vzorek, aby
byla identifikovana interference analytu s necistotami zavedenymi pfi
pfipravé vzorku
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3 Studium nejistoty stanoveni rezidui pesticida v jablkach

Nejistota [116] méfeni je charakteristika vysledku a jeji odhad je soucasti
validaéniho procesu. Nejistota je definovana jako parametr pfidruzeny vysledku
méreni, ktery charakterizuje rozptyleni hodnot, které mohou byt dlivodné pfisuzovany
k méfené veliCiné.

Je vSeobecné znamo, Ze vysledek kazdého méfeni je ovlivnén vyskytem
nahodnych a systematickych chyb a je tedy odhadem skuteéné hodnoty. Vzhledem
k tomu, Ze vysledky chemickych analyz slouzi jako podklady dulezitych rozhodnuti (v
oblasti rezidui pesticidu se jedna pfedevsim o posuzovani obsahu rezidua ve vzorku
ve vztahu k MRL), je tfeba, aby byly doprovazeny parametrem, ktery vyjadfuje miru
spolehlivosti téchto vysledku. Timto parametrem je nejistota méreni.

Schéma uvedené na obr. 3 ilustruje prakticky dopad znalosti nejistoty méfeni.

Limit l T
(i) (iii)
Vysledek nad Vysledek pod
limitem; limit limitem; limit
zasahuje do zasahuje do
nejistoty nejistoty
Obr. 3. Nejistota a limit [119]

Jak je patrno z obr. 3, v pfipadech (i) a (iv) lze jednoznacné prohlasit, Ze
vysledek zkousky se nachazi nad/pod limitem. Naopak v pfipadech (ii) a (iii) toto
rozhodnuti ucinit nelze (bez znalosti nejistoty méfreni by mohl vysledek zkousky vést
k chybnym zavéram).

Tato kapitola valida¢ni studie je zamé&fena na porovnani postupu ,zdola - nahoru®
s postupem ,shora - dolu® pro odhad nejistot stanoveni koncentrace rezidui pesticidu
v ovoci vySe popsanou multirezidualni metodou. Vzhledem k relativni obtiZznosti
postupu ,zdola - nahoru® byla tato metodika aplikovana k odhadu nejistot skupiny
pouze 14 pesticidd zahrnujicich zastupce pyrethroidld, karbamatd a azoll, fj.
sloucenin s rlznymi fyzikalné - chemickymi vlastnostmi. S pomoci tohoto postupu
byly rovnéz identifikovany vyznamné zdroje celkové nejistoty. Pro vSechny pesticidy
zahrnuté v multirezidualni metodé byla celkova nejistota stanoveni odhadnuta
postupem ,shora - dolu®. Jako reprezentativni matrice byla zvolena jablka.
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3.1 Vyhodnoceni nejistot postupem ,,zdola-nahoru“ (,,bottom-up*)

Metodika ,zdola - nahoru® je zaloZzena na principu identifikace a kvantifikace
vSech potencialnich zdroju nejistoty, jejich nasledné kombinace a vypocltu celkové
kombinované nejistoty. Tato metodika predstavuje plvodni navrzeny postup odhadu
nejistot, nicméné praktické zkusenosti ukazaly, Ze jeho dUsledna aplikace je v oblasti
chemickych analyz az pfilis komplikovana. V souladu s ocekavanim Ize
predpokladat, ze nejistoty fady faktorl (napf. nejistoty plynouci ze zmén laboratorni
teploty béhem analyzy) se podileji na celkové nejistoté pouze malou mérou.
Kalkulace téchto nejistot je tedy ponékud samoucelna a neopodstatnénym zplsobem
zvySuje Casové i ekonomické naklady. PFi uvahach o aplikaci postupu ,zdola -
nahoru® bylo proto rozhodnuto, Ze budou vyhodnoceny nejistoty (jejich nahodna a
systematicka sloZzka) spojené se tfemi zakladnimi kroky metody tj. s extrakci vzorku,
precisténim extraktu a analyzou precisténého extraktu plynovou chromatografii (Obr.
4). Tato strategie znamena zjednoduSeni, které v jisttm smyslu pfipomina dale
diskutovany postup ,shora - dolu®, protozZe takto vyhodnocené nejistoty uvedenych tfi
analytickych kroku v sobe jiz zahrnuji jednotlivé dil¢i zdroje. Nicméné takto
modifikovany postup ,zdola - nahoru® stale umoznuje vzajemné porovnani nejistot
plynoucich z téchto analytickych kroka.

Metodika ,zdola - nahoru® byla plné aplikovana pouze pfi vyhodnocovani
nejistot spojenych s GC kalibraci, tj. pfipravou kalibraénich standardu (Obr. 4).

K ziskani dat potfebnych k odhadu nejistot postupem ,zdola - nahoru® byly
realizovany 3
experimenty (E1 - E3). V kazdém z téchto experimentl byla analyzovana série 6
cilené kontaminovanych matri¢nich vzorku (matrice — jablka)

Popis experimentu:

Experiment E;: analyza série 6 matricnich vzorku cilené kontaminovanych pfed
extrakci; po extrakci byly vzorky precistény a analyzovany metodou GC-MS.
Experiment E,: analyza série 6 matriCnich vzorkd cilené kontaminovanych pred
precisténim extraktu.

Experiment E3: GC analyza série matri¢nich standardd (pfiprava viz. kapitola 1.3.3.5)
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Eis (tj. fazi analytické metody, ve které byla provedena cilena kontaminace
matri€nich vzorkl), ri.3 pFedstavuji opakovatelnost ziskanou experimenty E1-3,
u(R)1-3 predstavuji nejistotu vytéznosti vyjadienou z dat ziskanych experimenty E .3,
rex , fepc, foc — predstavuji opakovatelnost jednotlivych krokd metody (tj. extrakce,
precisténi a GC stanoveni), u(R)ex, U(R)apc, U(R)cc — pfedstavuji nejistotu spojenou
s vytéznosti extrakce, precisténi a GC stanoveni.

Nejistoty extrakce, piecisténi a GC stanoveni
Nahodné slozky nejistoty

Velikost nahodnych sloZek nejistoty uvedenych analytickych kroku (extrakce,
preCiSténi extraktu a GC stanoveni) byla vyjadfena jako relativni smérodatna
odchylka opakovatelnosti (RSD). Zakladem k vypoltu RSD, které se vztahuji k

jednotlivym analytickym krokim se staly hodnoty RSD opakovatelnosti namérené v
experimentech Ei-E3 (v kazdém experimentu byl pocCet opakovanych stanoveni
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analytd v cilené kontaminovanych vzorcich n = 6). Jak plyne z Obr. 4, tyto relativni
smérodatné odchylky (oznaCené jako ri, rp, r3) nejsou vzajemné nezavislé (tj. rp
obsahuje souc€asneé r; a r3, r, obsahuje r3). Nahodné slozky nejistoty, které se vztahuiji
k jednotlivym analytickym krok(m, bylo tfeba vyjadfit pomoci nasledujicich rovnic,

2 2 2
Fex (%): \/rl —Tepc —Tac

2 2
lepc (%) =4 r, —Isc

Foc (%) = \/g =1n

kde rex predstavuje opakovatelnost extrakce, repc oOpakovatelnost precisténi a roc
opakovatelnost GC stanoveni. Vychozi a vypocitané hodnoty jsou uvedeny v Tab.
VIII.

Tab. VIII: Hodnoty opakovatelnosti ziskané experimentalné (experimenty E1.3) a
vypocitané hodnoty opakovatelnosti extrakce, precisténi extraktu a GC stanoveni
vybranych pesticid(

Pesticid GC metoda (g/f)) (g/i) (ro% r(%g rG(Co/j) s
Pyrethroidy
Beta-cyfluthrin GC-ECD 7,5 4,7 5,9 4,0 2,5
Bifenthrin GC-ECD 7,3 4,1 6,0 14 3,8
Cypermethrin GC-ECD 7,9 3,9 6,9 2,2 3,2
Deltamethrin GC-ECD 13,1 5,3 11,9 2,8 4,5
Fenvalerate GC-ECD 9,5 4,2 8,5 1,4 3,9
Permethrin GC-ECD 10,2 4.4 9.2 32 31
Karbamaty
Carbaryl GC-NPD 8,7 7,5 4,4 4,0 6,4
Chlorpropham CG-NPD 9,7 8,6 4,4 4,7 8,2
Fenoxycarb GC-NPD 8,5 7,2 4,5 2,4 6,8
Propham GC-NPD 9,8 8,1 54 3,1 7,9
Azoly
Bitertanol GC-ECD 11,2 9,5 6,0 4,9 8,1
Fenarimol GC-ECD 12,8 57 11,5 2,8 4,9
Prochloraz GC-ECD 21,5 9,6 19,3 33 9,0
[Tebuconazole GC-ECD 19,3 13,7 13,5 7,4 11,5

Jak vyplyva z Tabulky VIII, hodnoty opakovatelnosti r; (tzn. RSD celého
analytického postupu) se pro vétSinu analytu pohybovaly v rozmezi 7.3 - 13.1 %.
Tyto hodnoty jsou na dané koncentraéni hladiné (0.040 - 0.163 mg/kg) srovnatelné s
udaiji, které uvadi autofi fady validacnich studii zamérenych na stanoveni rezidui
pesticidu v rostlinnych matricich [124-127]. Z testovanych analytli pouze prochloraz a
tebuconazole vykazovaly vySSi hodnoty r; (prochloraz 21.5 %, tebuconazole 19.3 %).
V pfipade prochlorazu (koncentracni uroven = 0.163 mg/kg) pfekrocCila dosazena
hodnota opakovatelnosti r; doporu¢ené kriterium, které ma v rozsahu koncentraci 0.1
- 1 mg/kg hodnotu 15 % (Tab. 1X). Vypoctem opakovatelnosti rex, repc a rec bylo
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zjisténo, ze u této slouCeniny predstavuje extrakce nejvétsi pfispévek k hodnoté
opakovatelnosti celé analytické procedury.

Tab. IX: Kritéria pro multirezidualni analyzu pesticidl [117]

Rozsah
Opakovatelnost | Reprodukovatelnost e )
Koncentrace CV (%) CV (%) vytéznosti (
%)
<1 pg/kg 35 53 50 - 120
> 1 ng/kg < 0.01 mg/kg 30 45 60 - 120
> 0.01 mg/kg <0.1 mg/kg 20 32 70 - 120
> 0.1 mg/kg < 1 mg/kg 15 23 70 - 110
> 1 mg/kg 10 16 70 - 110

V pfipadé prochlorazu i tebuconazolu k celkovému rozptylu vysledku
vyznamné pfispiva rovnéz treti analyticky krok, tj. analyza plynovou chromatografii,
coz je pravdépodobné dusledek chvostovani piku a s tim souvisejici nepfesnosti
integrace, ke kterému dochazi pfi separaci téchto latek v chromatografické koloné.
Jak plyne z Tabulky VIII a pfedevS§im z Obr. 5, pfispiva tfeti analyticky krok vyrazné
k celkové hodnoté opakovatelnosti r; rovnéz v pfipade karbamata. PFicinou je v
tomto pfipadé termodegradace, které podliéha fada pesticidi patficich do této

skupiny a ke které dochazi béhem pfenosu analytu z horkého nastfikoveho prostoru
do chromatografické kolony.

14,0

12,0

10,0

8,0 <
6,0

0O karbamaty
4.0 O azoly
2,0

0,0

O pyrethroidy

opakovatelnost (%)

extrakce  precisténi

Obr. 5: Opakovatelnost extrakce, precisténi a GC stanoveni (pramérné hodnoty pro
jednotlivé skupiny pesticidi)
Systematické sloZky nejistoty

Systematické sloZzky nejistoty (ij. nejistoty vytéZnosti u(R);3) byly odvozeny
z prumérné hodnoty vytéznosti (n = 6) vypocitané z dat ziskanych v ramci
experimentl E;-E3 a vyjadfeny pomoci rovnice odvozené z rovhomérného rozdéleni:
0.5x (100 — R, 5)
u(R), s (%) = £
( )l 3( ) \/§

kde R g1-3 je vytéznost analytu v daném experimentu (E1-3).

Stejné jako v pfipade nahodnych sloZek vSak takto vypocitané nejistoty nejsou
vzajemné nezavislé. Nejistoty vytéznosti, které vyjadfuji velikost systematickych chyb
jednotlivych analytickych kroku je tfeba vyjadfit rovnicemi:
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U(R) g (%)= Ju(R)? —u(R)2sc —U(R)Z.
U(R) gpe (%) = JU(R)2 —U(R) 2,
U(R)GC (%): \/U(R)g = U(R)s

kde u(R)ex predstavuje nejistotu vytéznosti extrakce, u(R)cpc nejistotu vytéznosti
preCidténi a u(R)cc nejistotu vytéZnosti GC analyzy. Hodnoty vytéZnosti jednotlivych
analyta ziskané v experimentech E; - E3 a nejistoty vytéZnosti vypocitané vys
uvedenymi rovnicemi jsou uvedeny v Tab. X.

Tab. X: VytéZnost a nejistoty vyteznosti vybranych pesticidu

Pesticid GC metoda (Ro/'z; g/i; (RO/ES u((oz;l U((ozgz U((';(?)EX U('(?))OG)PC u(R)G(cO/I(;)\u(R)g
Pyrethroidy
Beta-cyfluthrin GC-ECD 71 80 98 8,4 5,9 6,0 5,8 0,7
Bifenthrin GC-ECD 79 81 100 6,2 5,6 2,6 5,6 0,1
Cypermethrin GC-ECD 83 84 97 4,9 4,6 1,6 4,6 0,8
Deltamethrin GC-ECD 81 85 99 54 4,3 3,3 4,3 0,2
Fenvalerate GC-ECD 85 89 99 4,3 31 2,9 31 0,4
Permethrin GC-ECD 82 83 99 5,2 5,0 15 5,0 0,4
Karbamaty
Carbaryl GC-NPD 86 97 92 4,1 3,9 1,3 3,0 2,4
Chlorpropham GC-NPD 90 95 93 2,9 2,4 1,7 1,2 2,0
Fenoxycarb GC-NPD 87 99 97 3,6 14 34 1,1 0,9
Propham GC-NPD 73 95 96 7,8 15 7,6 0,7 1,3
Azoly
Bitertanol GC-ECD 75 97 98 7,2 0,9 7,1 0,8 0,5
Fenarimol GC-ECD 77 94 96 6,7 1,8 6,4 14 1,1
Prochloraz GC-ECD 57 94 94 12,3 7,6 9,7 5,0 1,6
[Tebuconazole GC-ECD 72 94 99 8,1 1,7 7,9 1,7 0,3

S vyjimkou prochlorazu bylo u v8ech analytd dosazeno hodnot u(R); (tzn.
nejistot vytéZnosti odrazejici systematické chyby celého analytického postupu) do 10
%. Pro prochloraz bylo dosaZeno nejvy$si hodnoty u(R); a také u(R)ex (tj. nejistoty
vytéznosti extrakce). Duvodem je pravdépodobné Castecna ionizace této slouceniny
(pKa = 3.8 [123]) v kyselém prostfedi jable€né matrice, ktera se odrazi v nizSi
hodnoté vytéZnosti (viz hodnota Rg; v Tab. 5.2). VySSich hodnot vytéZnosti Ize docilit
upravou resp. zvySenim pH matrice pfed extrakci pfidavkem roztoku uhliitanu
sodného k navazce vzorku (Tab. XI).
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Tab. XI: Vyteznost prochlorazu v zavislosti na pH matrice (jablka)

pH matrice Nafggj\z;kl) b | Vytéznost (%)
49 0 57
5 0,35 64
6 0,75 77
7 1,00 84

¥ bH neupravené matrice,
* objem roztoku Na,COj3 potfebny k tpravé pH navazky vzorku

Jak je uvedeno v Tab. X, vykazuji pyrethroidy v porovnani s ostatnimi
skupinami sloucenin pfi GPC pfecisténi niz8i hodnoty vytéznosti, coZ se projevuje ve
vysSich hodnotach systematické slozky nejistoty tohoto kroku [u(R)cpc]. DUvodem je
CasteCny prekryv eluénich zén této skupiny analytl s koextrakty matrice na koloné
PL-gel (molekularni hmotnost pyrethroidu je ve srovnani s karbamaty a azoly vysSi
[123]). Aby nedoslo k pfechodu koextraktl do jimané frakce, byl prvni podil elu€ni
zény pyrethroidd odvadén do odpadu, ¢imz vznikla tato ztrata. Jak plyne z Tabulky
VIIl, tato ztrata je velmi dobfe opakovatelna (viz hodnoty rgpc, Tab. VIIII). PFi
hodnoceni systematické slozky nejistoty je tfeba podotknout, Ze pfi analyze realnych
vzorkll (obsahujicich rezidua aplikovaného pesticidniho pfFipravku) muze byt
dosazeno ,horSich” (tj. nizSich) hodnot vytéznosti ve srovnani se zde prezentovanymi
Vzhledem k nedostupnosti certifikovaného referenéniho materialu vSak nebylo
mozné takové porovnani proveést.

Nejistoty spojené s GC kalibraci

Ke zdrojum nejistot spojenych s GC kalibraci patfi pfedevSim pfiprava kalibracnich
standardu (ij. procesy vazeni a fedéni standardl). Potencialnim zdrojem je rovnéz
nejistota Cistoty standardu.

Nejistota vazeni

Nejistota vazeni ma svou nahodnou a systematickou slozku. Nahodna slozka ,rga.”
byla vypocitana pomoci rovnice:

SD
Fear (%) = miw x100

A

kde SD,, je smérodatna odchylka opakovanych vazeni (n = 6) prazdné odmérné
banky, ktera byla pouZita k pfipravé zasobnich roztoku standardu a ma je navazka
daného pesticidu. Systematicka slozka nejistoty ,sgal“ byla odvozena =z
rovnomérného rozdeéleni [118] pomoci rovnice:

& on (%) = mi@ x 100
A A\

kde ,a“ je udaj o odchylce vazeni uvedeny v kalibraCnim certifikatu analytickych vah.
Nahodné a systematické slozky nejistoty jsou uvedeny v Tab. XII.
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Tab. XlI: Nahodna a systematicka sloZka nejistoty vazeni vybranych pesticidu

Pesticid EE/Aol)_ C(’ c%L Pesticid r(%gL) <(5 OB/:)-\)L
Beta-cyfluthrin 1.5 0,05 |Fenoxycarb 1,9 0,07
Bifenthrin 2,1 0,07 [Fenvalerate 1,0 0,04
Bitertanol 2,9 0,10 [Chlorpropham 0,8 0,03
Carbaryl 1,2 0,04 [Permethrin 1,5 0,05
Cypermethrin 1.2 0,04 |Prochloraz 2,4 0,08
Deltamethrin 14 0,05 |Propham 0,7 0,03
Fenarimol 3,1 0,11 ([Tebuconazole 2,2 0,08

Nejistota Fedéni

Podobné jako v pfipadé vazeni je tfeba vyhodnotit nahodnou a systematickou slozku
nejistoty fedéni. Nahodna slozka (rp) ) byla vyjadfena pomoci rovnice:

ro (%) = SDe x 100
8 —Mc
kde SDg je smérodatna odchylka vypocitana z vazeni odmérné banky, ktera byla
opakované (n = 6) doplfiovana rozpoustédlem pouZitym k pfipravé standardu, mg je
prumérna hmotnost takto doplfiované banky a mc je primérna hmotnost prazdné
odmeérné banky (n = 6). Systematicka sloZzka nejistoty (spi.) byla vypocCitana z udaje o
odchylce objemu odmérné banky ,b“ , tj. stejné jako v pfipade systematické slozky
nejistoty vazeni odvozena z rovhomérného rozdéleni — rovnice:

x100

oy, (%) =

DIL( ) V X x/§
kde V je nominalni objem odmérné banky. Nahodna i systematicka slozka nejistoty
fedéni je odvozena vyhradné z udaju o objemu a jeho odchylce, které jsou udany
vyrobcem odmérné banky a zlstava tudiz stejna pro vSechny analyty. Hodnoty rp,. a
SpiL vypocCitané pomoci rovnic jsou 0.07 % a 0.14 %.

Nejistota Cistoty standardu

Nejistota Cistoty standardu ustp byla odvozena z rovhomérného rozdéleni — rovnice:
0.5x (100 — p)

N

kde p (%) predstavuje Cistotu standardu uvedenou na certifikatu, ktery byl dodan
vyrobcem. Nejistoty Cistoty standardu nepfesahly s vyjimkou cypermethrinu hodnotu
1 % (Tab. XIIl). V pfipade tohoto analytu byl k dispozici standard o Cistoté pouze 91
%.

Usrp (%) =

Tab. XllI: Nejistota Cistoty standardu vybranych pesticidu:

Pesticid U((S)/L'; Pesticid u((S)/TO';
Beta-cyfluthrin 0,87 |Fenoxycarb 0,44
Bifenthrin 0,58 |Fenvalerate 0,29
Bitertanol 0,58 |Chlorpropham 0,59
Carbaryl 0,15 |Permethrin 0,72
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Cypermethrin 2,60 |Prochloraz 0,72
Deltamethrin 0,43 |Propham 0,15
Fenarimol 0,14 [Tebuconazole 0,58

Vypocet kombinované nejistoty

Nahodna a systematicka slozka nejistot vyjadiené v prfedchozich kapitolach byly
pouzity k vypoltu kombinované nejistoty jednotlivych analytickych procedur
(extrakce, precisténi, GC stanoveni, vazeni, fedéni).

Ugex (%)= A\ rsz + U(R)2EX
Ucepc (%0)= \/rGZPC + U(R)épc
Ugsc (%)= /Fgc +U(R)gc
Ugga (%0) = - Mo + Oon
Ueon (%0)= 151+ O

kde ucex pfedstavuje kombinovanou nejistotu extrakce, uc.cpc kombinovanou nejistotu
precisténi, u.cc kombinovanou nejistotu GC stanoveni, ucga. kombinovanou nejistotu
vazeni a ucp kombinovanou nejistotu fedéni. Kombinované nejistoty jednotlivych
analytickych procedur byly pouzity (spolu s nejistotou Cistoty standardu) k vypoctu
kombinované nejistoty u. celého analytického postupu — viz rovnice:

2 2 2 2 2 2
u, (%)= '\/ucEX +Ucgpc +Ucee T UcgaL +Ucpi +Usmp

Jak plyne z Tabulky X1V, ziskané hodnoty kombinované nejistoty u. se za podminek
experimentu pohybovaly v rozmezi 9.3 % (pro fenoxycarb) do 24.3 % (pro
prochloraz). Nejistota extrakce (jak jeji nahodna tak systematicka slozka) predstavuje
nejvétsi prispévek (zvlasté v pripadé pyrethoidd a azold) kombinované nejistoty
celého analytického postupu (Tab. XIV, Obr. 6 - 8). Jak jiz bylo diskutovano, pro
pyrethroidy je vyznamnym zdrojem nejistoty rovnéz precisténi extraktu, GC stanoveni
pak pfispiva vyznamné k celkové nejistoté v pfipadé karbamatl a azoll. Nejistoty
spojené s GC kalibraci odhadované podle popsané metodiky nejsou pro vétSinu
analyta pfilis vyznamné.

Tab. XI1V: Stanoveni rezidui vybranych pesticidi: Pfehled kombinovanych nejistot
ziskanych postupem ,,zdola - nahoru*

o Ucex | Uecgpc | Ucge | UcaL | UcpiL UsTp Kombinovana
Pesticid GC metoda| (%) (%) (%) (%) (%) (%) nejistota u, (%)
Pyrethroidy
Beta-cyfluthrin GC-ECD 8,4 7,1 2,6 15 0,16 0,87 11,4
Bifenthrin GC-ECD 6,6 5,8 3,8 2,1 0,16 0,58 9,8
Cypermethrin GC-ECD 7,0 5,1 33 1,2 0,16 2,60 9,7
Deltamethrin GC-ECD 12,4 5,1 4,5 1,4 0,16 0,43 14,2
Fenvalerate GC-ECD 9,0 3,4 4,0 1,0 0,16 0,29 10,5
Permethrin GC-ECD 9,3 5,9 3,1 15 0,16 0,72 11,6
Karbamaty
Carbary! GC-NPD 4,6 5,0 6,8 1,2 0,16 0,15 9,7
Chlorpropham GC-NPD 4,7 2,8 8,5 0,8 0,16 0,59 10,2
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Fenoxycarb GC-NPD 5,6 2,7 6,8 1,9 0,16 0,44 9,3
Propham GC-NPD 9,4 2,0 8,0 0,7 0,16 0,15 12,6
Azoly
Bitertanol GC-ECD 9,3 5,0 8,2 29 0,16 0,58 13,7
Fenarimol GC-ECD 13,1 3,1 51 3,1 0,16 0,14 14,8
Prochloraz GC-ECD 21,6 6,0 9,1 2,4 0,16 0,72 24,3
[Tebuconazole GC-ECD 15,7 7,6 11,5 2,2 0,16 0,58 21,0
GC-ECD: opakovatelnost GC kalibrace:
GC-ECD: nejlstota vytéznosti nejistota vazeni
a fedéni
standardu,
nejistota Cistoty
tandardu

extrakce:
opakovatelnost
precisténi: opakovatelngs

T P ex¥rakce: nejistota
precisteni: nejistota vyteznosti L .
vyteznosti

Obr. 6: Prispévky nejistot jednotlivych krokl ke kombinované nejistoté celého
analytického postupu (pramér hodnot ziskanych pro pyrethroidy)

GC-NPD: opakovatelnost GC kalibrace: nejistota
GC-NPD: nejistota vytéznosti vazeni a fedéni
standardu, nejistota
Cistoty standardu

extrakce:
opakovatelnost

. extrakce:
precistent: nejistota
opakovatelnost

pie¢isténi: nejistota vytéznosti vvteznosti

Obr. 7: Prispévky nejistot jednotlivych krokl ke kombinované nejistoté celého
analytického postupu (pramér hodnot ziskanych pro karbamaty)
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GC-ECD: opakovatelnost

GC-ECD: nejistota vytéznosti

GC kalibrace: nejistota
vazeni a fedéni
standardu, nejistota
Cistoty standardu

f
—_—

extrakce:
opakovatelnost

plteglvstenlf nejistota fecisteni: opakovatelnost E)ftrvfivkce: pEJIStOta
vyteznosti vyteznosti

Obr. 8: Prispévky nejistot jednotlivych krok(l ke kombinované nejistoté celého
analytického postupu (pradmér hodnot ziskanych pro azoly)

3.2 Reseni postupu “shora - dolu” (“top - down”)

K vyhodnoceni nejistoty postupem ,shora - dolu® byla vyuzita data vyjadfujici
souhrnné prispévky jednotlivych zdroju. Mezi tato data se fadi opakovatelnost
stanoveni vyjadfujici pfispévky vSech nahodnych chyb a vytéZznost sumarizujici
pfispévky systematickych chyb. Opakovatelnost a vytéZznost byly ziskany v ramci
studie pfesnosti a pravdivosti, ktera byla realizovana analyzou série 6 matriCnich
vzorku cilené kontaminovanych pfed extrakci opakovanou 3 x v prubéhu 12 mésica.
V kazdé sérii byla opakovatelnost vyjadfena jako relativni smérodatna odchylka.
Nejistota vytéZnosti byla odvozena z rovhomérného rozdéleni — rovnice:

U(R). (%) = 0.5 X (10%) ~R)

kde R; je vyteznost analytu.
Kombinovana nejistota uc, celého analytického postupu byla ziskana z relativni
smérodatné odchylky a nejistoty vyteZnosti pomoci rovnice:

Uern (%): rtr? + U(R)tzn

kde ry, predstavuje opakovatelnost a u(R)y nejistotu vyteznosti (oznaCeni série
experimentun =1 - 3).

Pramérna hodnota celkové kombinované nejistoty ucay byla vypocitana z hodnot ugp
pomoci kvadratického primeru — rovnice

2 2 2
u, +u,, +U
ucAV (%) — \ ctl ct2 ct3

3

Vysledné hodnoty nejistoty stanoveni ziskané pro jednotlivé pesticidy
multirezidualni GC-MS metody postupem ,shora - dolu® jsou uvedeny v Tab. XV. Na
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zakladé porovnani hodnot kombinovanych nejistot ziskanych v jednotlivych sériich
Ize konstatovat, ze nebyly zaznamenany vyraznéjsi rozdily ve vyslednych hodnotach
Uen (Tab. XV), tj. nedoSlo k vyraznych zménam ve vykonnosti analytické metody v
pribéhu roku. Pro vétSinu analytd rovnéz vyhovuji dosazené hodnoty
opakovatelnosti a vytéznosti kriteriim pro multirezidualni analyzu pesticidu (Tab. IX).
Vyjimkou jsou nékteré slouceniny ze skupiny azolu (prochloraz, tebuconazole a
thiabendazol) a organofosforovych pesticidi (omethoate), u kterych bylo pfekroceno
na dané koncentracni hladiné kritérium pro opakovatelnost. Jak jiz bylo zminéno, v
pfipadé azolu jsou pfi€inou pfedevsim problémy spojené s extrakci téchto sloucenin
z matrice a dale problémy, které nastavaji pfi GC stanoveni a projevuji se
chvostovanim piku. U omethoatu souvisi vySSi hodnoty opakovatelnosti
pravdépodobné s problematikou nastfiku do plynového chromatografu, tj. s
pfenosem par vzorku z nastfikového prostoru do chromatografické kolony. Podobné
jako v pfipadé karbamati muze i u této slouCeniny dochazet k cCasteCné
termodegradaci v nastfikovém prostoru [121-122]. Obtiznost extrakce latek ze
skupiny azoll se projevuje také v hodnotach vytéznosti (pfedevSim u prochlorazu).
Vhodnym feSenim muze byt v tomto pfipadé uprava pH matrice pfed extrakci (Tab.
Xl). PoZadované kritérium pro vytéZznost analytu nebylo spinéno také pfi analyze
cyhalothrinu-lambda. V tomto pfipadé se - podobné jako u ostatnich pyrethroida -
jedna o znamou a velmi dobfe opakovatelnou ztratu vzniklou pfi precisténi extraktu
na koloné PL - gel. Pfi kvantifikaci tohoto analytu je tedy mozné uvazovat o korekci
vysledku na vytéznost. V pfipadé latek ze skupin pyrethroidd, karbamatlt a azolu bylo
mozné provést porovnani kombinovanych nejistot ziskanych postupem ,zdola -
nahoru® a ,shora - dolu® (j. porovnani hodnot u; v Tab. XIV a ucay v Tab. XV). Jak
plyne z téchto dat, jsou oba postupy z hlediska dosazenych vysledku srovnatelné.
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Tab. XV: Stanoveni rezidui pesticidl: Pfehled kombinovanych nejistot ziskanych postupem ,shora - dold*

Série 1 Série 2 Série 3
- r Ucav
Pesticid GC metoda | (%) g};) URy (%) Uea (%) (rot/i) (}:)3/:)2) u((ol/?ot)z) Uets (%) (;/30) (Ef/f) U(((;t)s) Ues (%) | (%)
Acephate GC-NPD 8,6 82,3 51 10,0 11,3 72,2 7,9 13,8 55 85,8 4,1 6,9 10,6
Aldrin GC-ECD 3,0 81,8 5,3 6,0 6,6 88,2 3,4 7,4 7,9 87,9 3,5 8,6 7,4
Azinphos-ethyl GC-NPD 10,6 88,4 3,3 11,1 9,8 84,1 4,6 10,8 13,4 88,6 3,3 13,8 12,0
Azinphos-methyl GC-NPD 11,7 96,6 1,0 11,7 12,7 83,2 4,8 13,6 10,4 83,9 4,7 11,4 12,3
Beta-cyfluthrin @ GC-ECD 7,5 71,0 8,4 11,3 9,9 79,5 59 11,5 11,6 75,1 7,2 13,7 12,2
Bifenthrin ¥ GC-ECD 7,3 78,6 6,2 9,6 4,5 83,4 4,8 6,6 5,6 80,2 5,8 8,0 8,2
Bitertanol ¥ GC-ECD 11,2 75,1 7,2 13,3 11,6 82,0 52 12,7 13,8 86,1 4,0 14,4 13,5
Bromopropylate GC-ECD 6,5 87,2 3,7 7,4 5,2 79,6 59 7,9 7,8 85,6 4,2 8,9 8,1
Bupirimate GC-ECD 6,8 92,8 2,1 7,1 6,9 81,2 54 8,8 4,5 75,0 7,2 8,5 8,2
Captan GC-MSD 9,7 75,3 7,1 12,1 15,5 79,6 59 16,6 11,5 81,4 54 12,7 13,9
Carbaryla/ GC-NPD 8,7 85,8 4,1 9,6 7,4 77,0 6,6 10,0 6,5 84,0 4,6 8,0 9,2
Chlorfenvinphos GC-NPD 7,5 86,3 4,0 8,5 6,3 74,5 7,4 9,7 6,4 85,5 4,2 7,7 8,7
Chlorothalonil GC-ECD 7,0 85,9 4,1 8,1 10,3 80,3 57 11,8 8,2 78,5 6,2 10,3 10,2
Chlorpropham ¥ GC-NPD 9,7 89,9 29 10,1 7,7 89,3 31 8,3 8,3 86,0 4,0 9,2 9,3
Chlorpyrifos GC-NPD 8,1 92,9 2,1 8,4 9,8 78,4 6,2 11,6 6,4 84,0 4,6 7,9 9,4
Chlorpyrifos-methyl GC-NPD 7,5 83,3 4,8 8,9 7,1 80,5 5,6 9,0 7,6 85,5 4,2 8,7 8,9
Cyhalothrin-lambda GC-ECD 8,0 61,5 11,1 13,7 10,5 50,4 14,3 17,7 7,3 52,3 13,8 15,6 15,8
Cypermethrin ¥ GC-ECD 7,9 83,1 4,9 9,3 7,2 80,9 55 9,1 10,8 88,0 3,5 11,3 10,0
Cyprodinyl GC-NPD 10,3 89,3 3,1 10,8 6,2 78,6 6,2 8,8 11,8 85,9 4,1 12,5 10,8
Deltamethrin ¥ GC-ECD 13,1 81,2 54 14,1 9,4 85,5 4,2 10,3 12,9 83,0 4,9 13,8 12,9
Diazinon GC-NPD 11,4 83,8 4,7 12,3 10,9 78,3 6,3 12,6 7,3 71,7 8,2 10,9 12,0
Dichlofluanid GC-ECD 8,4 87,9 3,5 9,1 11,7 79,8 5,8 13,1 10,6 85,1 4,3 11,5 11,3
Dichlorvos GC-NPD 6,4 86,0 4,0 7,6 10,7 71,0 8,4 13,6 7,8 73,1 7,8 11,0 11,0
Dieldrin GC-MSD 7,5 78,5 6,2 9,7 11,8 77,5 6,5 13,4 9,0 83,2 4,9 10,2 11,2
Difenoconazole GC-ECD 4,6 108,7 2,5 5,2 7,8 91,3 25 8,2 10,7 94,5 1,6 10,8 8,4
Diphenylamine GC-NPD 9,8 75,1 7,2 12,1 12,4 85,7 4,1 13,1 8,0 69,8 8,7 11,8 12,4
Tab. XV: pokracovani
Dimethoate GC-ECD 7,0 81,6 4,0 8,0 57 74,3 7,4 9,3 10,9 71,7 6,4 12,7 10,2
Endosulfan-alpha GC-ECD 8,6 90,6 2,7 9,1 11,6 81,3 54 12,8 10,5 92,1 2,3 10,8 11,0
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Endosulfan-beta GC-ECD 7.8 91,3 2,7 8,3 5,7 81,2 5,4 7.9 6,4 85,4 4,2 7,7 7.9
Endosulfan-SO, GC-ECD 2,3 90,5 2,7 3,6 4,6 81,6 5,3 7,0 6,2 78,8 6,1 8,7 6,8
Endrin GC-ECD 3,8 88,4 34 5,1 5,2 94,0 1,7 5,5 8,0 83,4 4,8 9,3 6,9
Ethion GC-NPD 4,4 94,9 15 4,6 4,6 81,6 5,3 71 9,4 86,9 38 10,1 7,6
Etrimfos GC-NPD 12,5 76,6 6,8 14,2 12,0 77,3 6,6 13,7 9,1 74,3 6,0 10,9 13,0
Fenarimol ¥ GC-ECD 12,8 76,9 6,7 14,4 9,3 68,9 9,0 13,0 11,6 80,9 5,5 12,8 13,4
Fenitrothion GC-NPD 9,6 86,9 3,8 10,3 9,8 83,6 4,7 10,8 7,6 93,9 1,8 7.8 9,7
Fenoxycarb ¥ GC-NPD 8,5 87,4 3,6 9,2 7,2 89,3 3,1 7.9 9,1 81,0 5,5 10,6 9,3
Fenthion GC-NPD 10,8 75,0 7,2 13,0 10,9 77,8 6,4 12,6 6,1 69,1 8,9 10,8 12,2
Fenvalerate ¥ GC-ECD 9,5 85,1 4,3 10,4 6,5 90,2 2,8 7,1 5,7 81,9 5,2 7,7 8,5
Folpet GC-ECD 7,2 104,1 1,2 7,3 8,5 82,2 5,1 9,9 10,6 82,6 5,0 11,7 9,8
HCB GC-ECD 3,0 82,6 5,0 5,9 9,0 86,7 3,8 9,8 8,6 78,2 6,3 10,7 9,0
HCH-alpha GC-ECD 9,3 87,8 3,5 10,0 5,2 84,3 45 6,8 8,4 74,8 7,3 11,1 9,5
HCH-beta GC-ECD 7,2 86,5 3,9 8,2 12,1 82,3 5,1 13,1 6,0 83,6 4,7 7,6 10,0
HCH-delta GC-ECD 3,2 81,9 5,2 6,1 5,0 89,2 3,1 5,9 8,1 81,2 5,4 9,7 7,5
HCH-gamma GC-ECD 3,7 80,7 5,6 6,7 3,9 71,4 8,3 9,2 8,3 78,0 6,4 10,4 8,9
Heptachlor GC-ECD 4,3 85,2 4,3 6,1 5,3 84,4 45 7,0 4,6 84,1 4,6 6,5 6,5
Heptenophos GC-NPD 7,3 83,8 4,7 8,6 10,7 72,3 8,0 13,4 10,8 82,9 4,9 11,9 11,5
Iprodione GC-ECD 11,2 81,4 54 12,4 14,6 93,0 2,0 14,7 8,7 83,7 4,7 9,9 12,5
Kresoxim-methyl GC-ECD 11,7 91,3 25 12,0 11,6 85,9 4,1 12,3 14,2 91,7 2,4 14,4 12,9
Malathion GC-NPD 4,5 93,2 2,0 4,9 6,5 82,9 4,9 8,2 6,2 82,6 5,0 8,0 7,2
Methacriphos GC-NPD 6,3 86,6 3,9 7,4 10,5 70,7 8,5 13,5 9,2 75,7 7,0 11,6 11,1
Metalaxy! GC-NPD 9,1 83,9 4,6 10,2 13,7 89,5 31 14,0 9,8 80,5 5,6 11,3 12,0
Methamidophos GC-NPD 8,3 71,0 8,4 11,8 6,8 70,4 85 10,8 10,4 72,0 8,1 13,2 12,0
Methidathion GC-NPD 4,4 90,7 2,7 5,2 9,4 75,2 7,2 11,8 8,1 85,5 4,2 9,1 9,1
Mevinphos GC-NPD 6,5 76,3 6,8 9,5 9,6 70,3 8,6 12,9 9,1 72,3 8,0 12,1 11,6
Monocrotophos GC-NPD 9,3 77,3 6,6 11,4 10,3 70,7 9,4 13,3 3,7 74,4 7,4 8,3 11,2
0,p-DDD GC-MSD 9,0 70,9 8,4 12,3 15,0 84,7 4,4 15,7 8,5 82,7 5,0 9,8 12,8
o0,p-DDE GC-ECD 6,4 91,7 2,4 6,8 10,1 85,7 4,1 10,9 73 86,0 4,0 8,4 8,9
Tab. XV: pokraCovani

0,p-DDT GC-ECD 3,8 87,6 3,6 5,2 3,0 81,3 5,5 6,2 7,0 83,8 4,7 8,4 6,8
Omethoate GC-NPD 17,9 81,7 5,3 18,7 8,0 69,2 8,9 12,0 15,8 69,5 8,8 18,1 16,5
p,p-DDD GC-ECD 3,9 85,1 43 5,8 3,4 90,1 2,9 4,5 8,5 84,3 4,5 9,6 7,0
p,p-DDE GC-ECD 2,6 85,5 4,2 4,9 45 78,8 6,1 7,6 7,1 78,2 6,3 9,5 7,6
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p,p-DDT GC-ECD 3,0 86,8 3,8 4,9 4,0 93,7 4,7 6,2 7,3 81,5 53 9,0 6,9
Parathion-ethy GC-NPD 75 84,1 4,6 8,8 8,4 70,8 8,4 11,9 8,3 70,0 8,7 120 | 11,0
Parathion-methyl GC-NPD 5.4 88,2 3,4 6,4 116 | 89,7 3,0 12,0 71 85,5 4,2 8,3 9,2
Penconazole GC-ECD 122 106,9 2,0 124 | 151 | 952 1,4 152 | 164 | 928 2,1 165 | 148
Permethrin® GC-ECD 10,2 81,9 5,2 115 8,3 81,2 5.4 9,9 8,2 86,0 4,0 9.1 10,2
Phosalone GC-NPD 7,7 93,0 2,0 8,0 106 | 86,1 4,0 113 75 83,8 4,7 8,8 95
Phosmet GC-NPD 8,1 95,6 13 8,2 6,2 73,6 76 98 124 | 806 5,6 136 | 108
Phosphamidon GC-NPD 6,1 81,4 5.4 8,2 6,5 78,5 6,2 9,0 109 | 74,0 75 133 | 104
Pirimicarb GC-NPD 11,4 70,4 8,5 143 | 112 | 708 8,4 140 | 120 | 816 53 131 | 138
Pirimiphos-methy GC-NPD 10,4 92,5 2,2 106 | 103 | 938 18 105 | 126 | 850 43 133 | 115
Prochloraz * GC-ECD 21,5 57,3 12,3 248 | 194 | 295 | 204 | 281 | 214 | 467 | 154 | 264 | 265
Procymidone GC-MSD_ | 106 81,0 55 119 | 123 | 767 6,7 14,0 9.4 82,1 5,2 107 | 12,3
Propham ¥ GC-NPD 98 73,1 7.8 125 8,9 88,1 34 96 14 83,0 4,9 148 | 125
Pyridaben GC-ECD 58 77,4 6,5 8,7 9.1 81,9 5.2 10,5 8,9 85,1 43 9,9 9.7
Quinalphos GC-NPD 4.4 94,7 15 4,7 108 | 93,9 18 11,0 7,9 91,4 2,5 8,3 8,4
Tebuconazole ¥ GC-ECD 19,3 71,9 8,1 209 | 232 | 503 | 143 | 273 | 242 | 749 7,2 253 | 246
Tetraconazole GC-ECD 10,7 76,6 6,8 12,7 12,2 86,5 3,9 12,8 9,5 81,5 5,3 10,9 12,1
Tetradifon GC-ECD 75 99,6 01 75 8,2 94,1 17 8,4 7,0 81,8 5,2 8,7 8,2
Thiabendazole GC-NPD 18,0 74,4 7.4 194 | 202 | 919 2,3 204 | 178 | 714 8,3 196 | 19,8
Tolclofos-methyl GC-NPD 7,8 84,7 4,4 9,0 8,8 77,0 6,6 11,0 8,5 85,3 4,2 9,5 9,9
Tolylfluanid GC-ECD 57 86,6 4,2 7,0 55 88,5 33 6,4 4,7 86,3 4,0 6,1 6,5
Triadimefon GC-ECD 19,9 81,0 55 206 | 156 | 850 4,3 162 | 17,3 | 887 3,3 176 | 182
Triazamate GC-ECD 16,0 97,5 0,7 160 | 125 | 917 2,4 127 | 100 | 963 11 101 | 132
Triazophos GC-NPD 51 90,9 2,6 57 93 84,6 45 10,3 97 78,5 6,2 115 9,5
Trifloxystrobin GC-ECD 4,2 83,9 47 6,3 8,3 88,4 33 9,0 103 | 86,7 38 11,0 8,9
Vinclozolin GC-ECD 5,0 87,3 3,7 6,2 6,5 83,0 4,9 8,2 5.7 87,2 3,7 6,8 7.1

¥ Pro tento pesticid byl proveden odhad nejistoty také postupem ,zdola - nahoru*

106



3.3 Vypocet rozsirené nejistoty

RozSifena nejistota predstavuje interval, o kterém lze pFedpokladat, ze zahrne
znacny podil distribuce hodnot, které mohou byt pfisuzovany mérené veliciné [120].
RozS$ifena nejistota ,U“ se vypocita vynasobenim kombinované nejistoty (tj. hodnoty
Uc v Tab. XIV nebo ucay v Tab. XV) koeficientem rozSifeni. V pfipadé, Ze vychazi
kombinovana nejistota z pozorovani s dostate€nym poctem stupiu volnosti (ne méné
nez 6, je doporucovan koeficient rozSifeni k = 2 [120]. Pocet stupril volnosti je
odvozen z poCtu opakovani (opakovanych meéfeni), na zakladé kterych byla
odhadnuta kombinovana nejistota (napf. pro 6 opakovanych stanoveni je pocet
stupnd volnosti roven 5). Pokud vychazi kombinovana nejistota nebo jeji dominantni
prispévek z pozorovani s niz§im pocétem stupnid volnosti doporucuje se pouzit jako
hodnotu ,k“ hodnotu dvoustranného Studentova t-rozdéleni pro odpovidajici pocet
stupil volnosti a 95 % pravdépodobnost (Tab. XVI). Pfiklad pfirazeni rozsSifené
nejistoty vysledku méfeni je uveden v Tab. XVII.

Tab. XVI: Kritické hodnoty dvoustranného Studentova t-rozdéleni pro 95 % pravdépodobnost
[120]

Stupen Kriticka
volnosti hodnota
1 12,7
2 43
3 3,2
4 2,8
5 2,6

Tab. XVII: Vysledek méfeni a nejistota [120]

Vysledek méfeni (koncentrace phosalonu
v jablkach) 0,100 mg/kg
Kombinovana nejistota u, 9,5%
0, i 0, \/
Rozsifena nejistota U (k = 2) 19 % (. 19 % z vysledku
méfeni)
Zapis vysledku méreni 0,100 £ 0,019 mg/kg
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Pfiloha IV
Schéma meériciho postupu pro polycyklické aromatické uhlovodiky
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POLYCYKLICKE AROMATICKE UHLOVODIKY
1 UVOD

Polycyklické aromatické uhlovodiky (PAU) pfedstavuji vyznamnou, prakticky
vSudypfitomnou skupinu organickych kontaminantl. Vzhledem ke karcinogennimu/
mutagennimu potencialu nékterych PAU je jejich vyskytu v potravinach, vénovana
mimoradna pozornost. Védecky vybor pro potraviny (Scientific Committee on Food,
SCF) se tomuto problému podrobné vénoval ve svém stanovisku z roku 2002 [1], kde
dospél kzavéru, ze fada PAU jsou genotoxické karcinogeny. Vzhledem
k bezprahovym ucinkim genotoxickych latek by obsah PAU v potravinach mél byt
k nazoru, Zze benzo[a]pyren by mohl byt pouZit jako indikator vyskytu a ucinku 15
karcinogennich PAU uvedenych v Doporuceni Komise ES v potravinach (Doporuéeni
komise ze dne 4. unora 2005 o dalS§im zjiStovanim obsahu PAU v nékterych
potravinach).

K primarni expozici Clovéka PAU dochazi zejména potravinami, pfipadné vzduchem
a pitnou vodou. Ke kontaminaci potravin pak dochazi dvéma hlavnimi cestami:
Technologickymi a kulinarnimi postupy pouzivanymi pfi upravé potravin, kdy
potravina pfichazi do kontaktu se zplodinami hofeni pfi uzeni, grilovani, prazeni a
pfimém susSeni. Mnozstvi a sloZzeni vznikajicich PAU velmi zavisi na podminkach
téchto procesu, jako je spalovaci teplota dfeva, typ pouzitého paliva, pfivod vzduchu
a typ udiciho procesu apod. V dusledku procesu suSeni a ohfivani na pfimém ohni,
které se pouzivaji pfi vyrobé jedlych olejl, mize byt obsah PAU vysoky. Pfi rafinaci
oleji, muze byt B[a]P odstranén prostfednictvim aktivniho uhliku, neni vSak jasné,
zda rafinace odstrani vSechny nezadouci PAU.

Minoritné muze k tvorbé PAU v potravinach dochazet i pyrolyzou nebo spalovanim
organické hmoty. Za hlavni prekurzory PAU jsou vtomto pfipadé povazovany
peptidy, lipidy, sacharidy, steroidy, terpeny a pfirozené pigmenty.

Kontaminaci ze Zivotniho prostfedi, tj. zejména depozici / sorpci PAU z atmosféry,
pudy a vod na plodiny, pfiemz riziko zvySené kontaminace PAU je zejména
v oblastech s intenzivni anthropogenni ¢innosti (spalovani fosilnich paliv, doprava,
vyroba koksu, zpracovani ropy...).

Z publikovanych studii vyplyva, Zze k celkovému dietarnimu pfijmu PAU nejvice
prispiva konzumace cerealii a dale oleju a tuku.

Pro zjisténi dietarni expozice PAU je nutné monitorovat hladiny téchto latek v celé
fadé potravinarskych matric, dale sledovat spotfebu jednotlivych potravin a takeé
technologické a kulinarni upravy vedouci ke zvySovani, pfip. snizovani obsahu PAU
v jednotlivych potravinach. Ktomuto uc€elu je nutné disponovat vhodnymi
analytickymi metodami umoznujicimi jejich stanoveni i na stopovych hladinach.
VétSina studii, které se doposud zabyvaly touto tématikou byla zaméfena na
sledovani 16 PAU, které jsou stanoveny jako prioritni polutanty US EPA (Tabulka 1,
Obrazek 1). Pro stanoveni ,novych“ EU PAU (viz Tabulka 1, Obrazek 1) je nutné
vyvinout a validovat vhodné analytické techniky, zejména s ohledem na obtiZnou
identifikaci a kvantifikaci nékterych cilovych PAU.
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Tabulka 1: Pfehled PAU doporu€enych pro sledovani v potravinach a Zivotnim
prostfedi podle US EPA a Evropskou komisi.

Nazev PAU CAS Doporuéeno organizaci
Acenaphthene 83-32-9 US EPA
Acenaphthylene 208-96-8 US EPA
Anthracene 120-12-7 US EPA
Benz[a]anthracene 56-55-3 US EPA/EK
Benzo[b]fluoranthene 205-99-2 US EPA/EK
Benzo[jJfluoranthene 205-82-3 EK
Benzolk]fluoranthene 207-08-9 US EPA/EK
Benzo[ghi]perylene 191-24-2 US EPA/EK
Benzo[a]pyrene 50-32-8 US EPA/EK
Chrysene 218-01-9 US EPA/EK
Cyclopenta[cd]pyrene 27208-37-3 EK
Dibenz[a,h]anthracene 53-70-3 US EPA/EK
Dibenzo[a,e]pyrene 192-65-4 EK
Dibenzo[a,h]pyrene 189-64-0 EK
Dibenzo[a,i]pyrene 189-55-9 EK
Dibenzo[a,l]pyrene 191-30-0 EK
Fluoranthene 206-44-0 US EPA
Fluorene 86-73-7 US EPA
Indeno[1,2,3-cd]pyrene 193-39-5 US EPA/EK
5-Methylchrysene 3697-24-3 EK
Naphthalene 91-20-3 US EPA
Phenanthrene 85-01-8 US EPA
Pyrene 129-00-0 US EPA

122



r”"\

Gecp oo tianeen

Obrazek 1: Struktura vybranych PAU (prioritné sledované)
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2 Analyticka chemie polycyklickych aromatickych uhlovodikt (PAU)

Pranik environmentalnich kontaminantd do potravnich fetézcu s sebou nese,

vedle pfFipadnych negativnich dopadl na ekosystém, i riziko poSkozeni zdravi
Clovéka v dusledku pfijmu Skodlivin dietou. Je tedy zfejmé, Ze pro objektivni
posouzeni danych rizik, je nutné generovat validni data, ktera by byla ziskana s
vyuzitim relevantnich metod.
PAU jsou sledovany v celé fadé potravinafskych a environmentalnich matric, mezi
které se fadi ovzdu$i, sladkovodni a mofské vody a sedimenty, pluda a biotické
matrice jako napf. vodni zivoCichové a vegetace. Pro tento ucel je nutné vyuzivat
slozité analytické postupy, protoze environmentalni PAU obvykle postradaji funkeni
skupiny a existuji spiSe jako Cetné strukturni izomery.

Posouzeni expozice Clovéka PAU je zavislé na spolehlivé a spravné
analytické metodé. Stanoveni PAU v biotickych a abiotickych materialech je obvykle
provadéno na velmi nizkych (stopovych) hladinach, a proto vyZaduje od analytika
znacné zkuSenosti a kompetentnost. Obecné problémy spojené se stopovou
analyzou PAU Ize shrnout do nékolika bodu:

. heterogenita analyzovanych materialtd - uplatfiuje se zejména pfi odbéru a
zpracovani vzorkll a mlze se projevit snizenou reprezentativnosti vysledkd,

. omezena stabilita vzorku, ztraty analyti a pfipadna kontaminace vzorku
béhem jejich transportu a skladovani,

. vysoké riziko sekundarni kontaminace vzorkl (spojené zejména

pfitomnosti pozadovych hladin analytl v chemikaliich a prostifedi laboratore),
pripadné ztraty analytl (vCetné fotodekompozice) béhem provadéni analytickych
operaci,
. nedostatecné rozliSeni pfi chromatografické separaci,
. relativné velky rozptyl vysledkd slepych pokusu.
Tyto faktory podstatné ovliviuji spravnost ziskanych vysledku. Z tohoto duvodu by
meéla byt generovana data, resp. identita nalezd, konfirmovana. Samoziejmou
soucasti provereni kvality dat by mélo byt provadéni slepych stanoveni, dale ovéreni
zda nemohlo dojit k nahodné kontaminaci b&éhem vzorkovani a nakonec zda bylo
provedeno stanoveni uméle kontaminovanych vzorkd nebo analyza vhodného
certifikovaného referen¢niho materialu pro posouzeni spravnosti.
Obecné by volba analytického postupu méla byt podminéna cili, kterym ma dané
vySetfeni slouzit. Kompletni analytickd procedura pro identifikaci a kvantifikaci
slouCenin obvykle zaclina planovanim strategie vzorkovani a konCi ziskanim
vysledku, prezentovaného obvykle spole¢né se statistickym posouzenim ziskanych
dat. Tento fetéz analytickych procedur, ktery neni “silnéjSi nez jeho nejslabsi Clanek”,
se obvykle sklada z krokl

vzorkovani — extrakce — precisténi — separace (pfipadné predseprace) —»

— identifikace — kvantifikace — statistické zhodnoceni —» prezentace vysledku.

Zde je nutno zduraznit, ze jakakoliv chyba, ktera se objevi v nékterém z ¢lankd
fetézce analytického postupu, je zakonité pfenasena a pfi€itana k ostatnim chybam,
které jsou generovany v jeho dalSich ¢lancich.
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Po mnoho let byl v publikovanych pracich kladen nejvétsi daraz na vyvoj kroku
chromatografické separace, identifikace a kvantifikace, zatimco pfispévek ostatnich
krokl k nejistoté méfeni byl ponékud opomijen. Studie realizované v poslednim
desetileti vSak ukazaly, Ze pravé krok extrakce je kriticky pro spravnost vysledku.
Zhodnoceni ucinnosti extrakce je dullezity proces, jehoz parametry se odviji od
pouzité extrakéni techniky i typu vzorku. K vyvoji a posouzeni spravnosti a ucinnosti
pouzivaného analytického postupu vétSina analytiki pouziva, kromé& matricovych
CRM, pfidavek smési jednotlivych PAU do matrice vzorku (“spike”). Vzhledem ke
slozitosti biotickych, ale i abiotickych matric, nelze pfedpokladat, Ze jsou pfidané
PAU integrovany v matrici stejnym zpUsobem jako ty pfirozené pfitomné. Burford a
kol. zjistili, Ze ucinnost extrakce cilené kontaminovanych vzorki maze byt az 10krat
vySSi nez u PAU pfirozené pfitomnych ve vzorku [2]. V pfipadé, Ze byly pro
“spikovany” material zaznamenany vytéznosti okolo 90 %, pro pfirozeny obsah PAU
bylo za stejnych extrak¢énich podminek dosazeno vytéznosti v rozmezi 25 — 80 %.
Ovéreni spravnosti jednotlivych krokd analytickych procedur lze tedy nejlépe
dosahnout pouzitim certifikovaného referen¢niho materialu (CRM) s deklarovanymi
hladinami PAU, s matricemi totoznymi nebo podobnymi tém, které se vyskytuji ve
sledovanych vzorcich. CRM je mozné vyuzit i ke kontrole kvality rutinnich analyz.
Absence vhodného matricového referencniho materialu pro naprostou vétSinu
biotickych vzorkl vSak patfi k nejvyraznéjSim problémim, které doprovazi stanoveni
PAU zejména v biotickych matricich. Dostupnost CRM je také omezena jejich
vysokou cenou danou naro¢nou a slozitou pfipravou a procesem certifikace. Pro
kontrolu spravnosti analytického postupu stanoveni PAU v abiotickych materialech
je vybér omezen na CRM pudy, sedimentu, kall, méstského prachu, emisi tuhych
Castic z dieslovych motorli, kamenouhelného dehtu, a v pfipadé biotickych matric
pak na CRM tkané musli a mofskych fas. Pro analyzu vzorku potravinarskych matric
je mozné pouzit, pokud je to vhodné, CRM kokosovy olej (BCR 458, BCR 459).

Pro interni kontrolu jakosti je FeSenim pfiprava vlastniho interniho referenéniho
materialu (IRM) s matrici shodnou s analyzovanymi vzorky. V pfipadé nedostupnosti
vhodnych CRM Ize eventualné vyuzit alespon srovnani s metodou se znamymi
parametry (EPA, AOAC, IUPAC nebo FDA). Také ucast v mezilaboratornich testech
zpusobilosti je nutnosti, pro externi posouzeni kvality provadénych analyz.

Naroky na separaci PAU od koextraktu jsou spiSe otazkou slozitosti ziskaného
extraktu a vybéru vhodné separacni a detekéni techniky. Ve vétsiné pfipadu je vSak
nutné krok precisténi vzorku po extrakci zaradit

2.1 1zolace

V analytickych laboratofich je kladen stale vétSi ddraz na rychlost
provadénych analyz, sou€asné se snizovanim nakladu spojenych s analyzou. Na
zakladé vyhodnoceni fady podkladl bylo zjisténo, ze vice nez 60 % casu
vynalozeného na analyzu vzorku je obvykle spojeno s pfipravou vzorku, 7 % Casu
tvofi samotné stanoveni, zbyvajici ¢as je straveny vzorkovanim a vyhodnocenim
ziskanych dat.
Vybér extrakéni a koncentraCni metody je tedy zalozen na kompromisu mezi
rychlosti, u€innosti, naklady a také na vyuziti dostupnych prostfedk s ohledem na
zivotni prostfedi. Samotny vyvoj extrakéni procedury se pak odviji bud od typu
vzorku (slozeni), nebo dostupné extrakéni techniky. DalSim faktorem ovliviiujicim
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volbu postupu je hladina kontaminace, ktera se muze pohybovat v environmentalnich
matricich od prakticky nedetekovatelnych mnozstvi, tj. méné nez desetin ug/kg, az
po mg/kg pro jednotlivé PAU. Volbu postupu pro izolaci analytd z urcitého typu
vzorku je tedy nutné provadét také s ohledem na aplika¢ni rozsah metody. Presné
vysledky je pak mozZné ziskat pouze pouzitim postupu, ktery je validovan pro
prislusnou kombinaci analyt/matrice, s typickou hladinou analytu pro danou matrici, a
proto pro izolaci PAU neexistuje univerzalni postup.

DosazZeni ucinné extrakce, dobré opakovatelnosti vytéZznosti analyti a minimalni
kontaminace vzorku béhem jeho pfipravy a analyzy je podminéno dodrzenim
pozadavkl na pracovni postup a kvalitu pouzivanych materialt. Jejich opomenuti
muze vést ke snizeni vytéznosti extrakce, zhorSeni opakovatelnosti stanoveni a
zvySeni mezi stanovitelnosti.

Izolace PAU z pevnych matric

Klasické metody pro stanoveni stopovych hladin PAU v pevnych matricich

jsou obvykle pracné a Casové narocné nékolikastupfiové procedury, které vyzaduiji
ve vysoké mife manualni manipulaci se vzorkem. Z téchto duvodl se moderni
analyticka chemie zaméfuje na vyvoj analytickych procesu, které by eliminovaly
nevyhody klasickych extrakCnich technik. Vzhledem k Sirokému rozmezi hladin
kontaminantl pfitomnych v Sirokém spektru vzorkd, by méla byt extrakéni technika
zvolena pro izolaci analytd komplexni a snadno standardizovatelna. Mezi bézné
pouzivané techniky pro izolaci PAU z pevnych matric se dnes fadi extrakce podle
Soxhleta, extrakce suspenze vzorku ve vhodném rozpoustédle pomoci ultrazvuku,
superkriticka fluidni extrakce (SFE), extrakce pomoci mikrovin (MAE), zrychlena
extrakce rozpoustédlem (ASE) a v pfipadé zejména potravinarskych matric dosud
pouzivana extrakce po alkalické hydrolyze. DalSi metody, jako napf. tfepani, jsou
v soucCasné dobé vyuzivany jiz jen zfidka.
Vétsina zminénych extrakénich metod pro izolaci PAU z pevnych ¢&i polotuhych
vzorkl je zalozena na uvolnéni analytd z matrice vlivem interakci s vhodnym
rozpoustédlem. Volba rozpoustédla je obvykle podminéna nejen rozpustnosti analyt(
a interferujicich latek, ale také charakterem makrokomponent v daném vzorku.
Rozhodujici je pfedevSim obsah vody, ale i pfitomnost pfirodnich pigmentd,
sacharidu, bilkovin a mnozstvi a slozeni lipidického podilu (triacylglyceroly,
fosfolipidy, vosky) apod. DalSimi hledisky pro vybér rozpoustédla jsou bod varu,
misitelnost s jinymi rozpoustédly, ekologicka a toxikologicka nezavadnost a
ekonomicka dostupnost. Neé&ktera rozpoustédla s velmi dobrymi extrakénimi
schopnostmi  jsou v souCasné dobé vyuzivana pouze zfidka, diky svym
karcinogennim vlastnostem nebo vlivu na Zivotni prostfedi (benzen, chlorovana
rozpoustédla).

Izolace PAU z kapalnych vzorku

Vzhledem k relativné nizkym hladinam PAU nachazenych v environmentalnich
a potravinarskych matricich je obvykle nutné pfed vlastni chromatografickou separaci
provést zakoncentrovani analytd. U kapalnych vzork( jako je voda Ci biologické
tekutiny jsou nejbéznéji vyuzivanymi technikami pro izolaci PAU extrakce na tuhou
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fazi (SPE) a mikroextrakce na tuhou fazi (SPME). Tyto techniky byly vyvinuty
s ohledem na eliminaci, nebo alespoil minimalizaci pouZiti organickych rozpoustédel
pro izolaci PAU z kapalnych vzorka. Stale jsou v8ak pouzivany i klasické postupy
extrakce do rozpoustédla nemisitelného se vzorkem.

V nasledujici Tabulce Il jsou struéné uvedeny charakteristiky jednotlivych extrak¢nich
technik, pfednosti a limitujici faktory spojené s jejich pouzitim a reference na
prislusné publikace s konkrétnim vyuzitim téchto metod.
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Tabulka Il: Pfehled extrakCnich technik pouZivanych pfi stanoveni PAU v potravinach

Technika

Charakteristika

Vyhody

Nevyhody

Matrice

Prosta extrakce
rozpoustédliem

pfechod analytlu ze vzorku pomoci
zvyseneé teploty nebo tfepani
(opakovaného) s extrakénim
rozpoustédlem (napf. hexan,
dichlormethan)

jednoduché provedeni
nizké naklady

e staticka extrakce

e Casové narocna

e velka spotfeba
rozpoustédel

¢ nutnost zahusténi
extraktu

uzené parky [3]
uzené maso [3]
uzené ryby [4,5]
olivovy olej [6]

Extrakce podle
Soxhleta

opakovana extrakce vzorku v patroné
umisténé ve sklenéné aparatuie
rozpou$tédlem (napf. dichlormethan,
hexan, aceton) zahfivanym k bodu varu

dynamicka extrakce

velka vytéznost

nizké naklady

neni nutna filtrace extraktd

e Casové narocna

e velka spotfeba
rozpoustédel

e nutnost zahusténi
extraktu

uzené maso [7]
ryby [8,9,10]

Extrakce podporena
ultrazvukem

prosta extrakce rozpoustédlem
vyuzivajici navic akustické vibrace

s frekvencemi nad 20 kHz

extrakce probiha za teploty laboratofe a
vétSinou opakované v periodach vzdy

s Cerstvym rozpoustédlem

rychla metoda
nizké naklady

e staticka extrakce

o velka spotfeba
rozpoustédel

e nutnost filtrace
extraktu

e nutnost zahusténi
extraktu

mizi [11]
hrach, fazole [12]

Zrychlena extrakce
rozpoustédlem

extrakce pomoci rozpoustédla za
vysokych tlaku a teplot nad bodem varu
za normailniho tlaku

zvySena teplota se vyuziva ke snizeni
viskozity a povrchového napéti
rozpou$tédla a naopak zvySeni difuze a
desorpce

rychla metoda
nizka spotfeba rozpoustédel
moznost automatizace

e vysoké investi¢ni
naklady

¢ nutnost nasledného
precisténi

uzené maso,
uzené ryby [13]
ryze [14]




Tabulka ll: Pokracovani

Technika

Charakteristika

Vyhody

Nevyhody

Matrice

Extrakce pomoci
mikrovin

extrakce rozpoustédlem podporovana
elektromagnetickym vinénim s vinovou
délkou od 1 mm do 1 m pfi frekvenci
2450 MHz

rychla metoda

nizka spotreba
rozpoustédel

moznost pfesné kontroly
pribéhu extrakce

staticka extrakce
nutnost pouziti
polarnich
rozpoustédel
(dipdlovy moment)
nutnost filtrace
extraktu

draz§i vybaveni

Extrakce po alkalické
hydrolyze

hydrolyza vzorku varem s alkalizagnim
Cinidlem (napf. KOH) a polarnim
extrakénim rozpoustédlem (napf.
methanol, ethanol) nasledovana
reextrakci do nepolarniho rozpoustédla
(pf. hexan, cyklohexan)

velice uc¢inna metoda
nizké naklady

C¢asoveé narocna
nutnost filtrace
prvniho extraktu
nutnost zahusténi
extraktu

nutnost nasledného

grilované parky
[15]

uzeny syr [16,17]
olivovy olej [6]
zelenina [18]
masné vyrobky

precisténi (9]
velka spotieba = cerealie [19]
rozpoustédel

Extrakce na tuhou fazi

zadrz analytd sorbentem (pfF.
modifikovany silikagel C,5, Cg a C, nebo
faze s funkénimi skupinami CN, NH,) a
jejich nasledna eluce rozpoustédlem

rychla metoda
nizka spotieba
rozpoustédel

nizka cena

muze byt pouzita k
preseparaci

vyuziti pfevazné
pro PAU rozpustné
ve vodé

mozné ztraty

z adsorpce PAU
pfevazné pro
vodné vzorky

rostlinny olej
[20,21]
voda [22]

- nebylo nalezeno zadné vyuziti této techniky pfi izolaci PAU ze vzorku potravin




Tabulka ll: Pokracovani

Technika Charakteristika Vyhody Nevyhody Matrice
e analyty jsou ze vzorku sorbovany jednoducha a Setrna moznost " uzeny syr
na kiemenné vlakno potazené metoda stanoveni pouze [23,24]
vhodnou stacionarni fazi (napf. rychla metoda PAU s méné
polydimethylsiloxan a spojuje odbér vzorku, nez 4
PDMS/DVB) extrakci a aromatickymi
: e Vlakno je bud zanofené do zakoncentrovani do kruhy
Mlkiaﬁﬁtlﬁg(z:? na kapalného vzor!<u (pfima SPME) jednoho kroku
nebo se vzorkuje plynna faze nad nevyzaduje pouziti
vzorkem (head-space SPME) rozpoustédla nebo jen
e po ukonceni sorpce jsou analytu minimalni mnozstvi (pfi
pomoci zvysené teploty nebo vyuziti HPLC)
rozpoustédla desorbovany a
nanaseny na kolonu
e extrakce kapalinou rychla metoda vysoké = rostlinny
v nadkritickém stavu (napf. CO5) nizka spotieba investiéni olej [25,26]
s pfidavkem modifikatoru (pf. rozpoustédel naklady = uzené ryby [27]
methanol, toluen) moznost uc¢inné problémy
e s e extrakce provadéna staticky kontroly prabéhu S ucpavanim
Superkriticka nebo dynamicky nebo kombinaci extrakc):ap restriktoru

fluidni extrakce

obou dvou zpusobl

moznost automatizace
pro extrakci vice
vzorku

moznost on-line
spojeni s detektorem

problémy
s odbérem
extraktu




2.2 Odstranéni interferujicich slouc¢enin

Pfi analyze slozitych matric, kterymi bezesporu vzorky environmentalniho
puvodu ¢&i potraviny jsou, je spolu s cilovymi analyty ¢asto koizolovana fada dalSich
komponent obsazenych ve vySetfovaném vzorku. Jejich mira a zastoupeni jsou
podminény jak charakterem rozpoustédla pouzitého pro extrakci, tak pouzitou
izola€ni technikou. V biotickych vzorcich rostlinného puvodu se jedna zejména o
rizné pfirodni pigmenty (karotenoidy, chlorofyly a pod.), oleje, vosky ¢&i silice, u
Zivogisnych materiald reprezentuji hlavni koextrakty tuky. Ug&inné odstranéni
zminénych latek, které mohou negativhim zplsobem ovlivnit (rusit nebo zcela
znemoznit) identifikaci a kvantifikaci PAU, je kliCovym pfedpokladem pro dosazeni
spolehlivych vysledkd. Naroky na pozadovanou Cdistotu vzorku a tim i na cisténi
extraktu vSak urCuje pfedevsSim pouzivana analyticka koncovka.

PFi vybéru vhodné Cdistici techniky je kladen duraz zejména na uspokojivou
separaci cilovych analytd od koextraktll, samozifejmé& s co nejvysSi vytéZnosti.
Dulezitym hlediskem je i doba analyzy, ktera by méla byt co mozna nejkratSi a dale
spotfeba rozpoustédel a jejich vybér z hlediska ekologického a toxikologického.
Zadouci je i moznost automatizace gisticiho procesu.

K u¢innym preseparacnim postuplm patfi kolonova chromatografie na
Florisilu, silikagelu a Aluminé. Jako eluéni Cinidlo u silikagelu lze pouzivat
cyklohexan, u Florisilu spiSe dichlormethan popfipadé dichlormethan ve smési s
jinymi rozpoustédly a podobné pro Aluminu smés hexanu a dichlormethanu.
Nevyhodou pouzivani téchto sorbentl je obtizna automatizace tohoto Cdisticiho
procesu.

Dalsi dacinnou Cistici technikou pouzivanou pro precisténi extraktl je gelova
permeacni chromatografie (GPC), kdy je pouzit hydrofobizovany polydextran
Sephadex LH 20 &i styrendivinylbenzenovy kopolymer BioBeads S-X3. Tato metoda
se da snadno zautomatizovat, ¢imz se znacné ulehCuje a zrychluje pfiprava vzorku.
Velice Casto je vyuzivano k precisténi, predevsim pfi analyze kapalnych vzork(, SPE
techniky na kolonkach plnénych rlznymi sorbenty (napf. silikagel modifikovany
oktadecylovymi nebo aminopropylovymi fetézci) za vyuZziti elunich €inidel, jako napf.
cyklohexan, chloroform.

2.3 Techniky vyuzivané pro separaci a stanoveni PAU

Vzhledem ke slozitosti analyzovanych smési PAU je obvykle nutné provést, pfed
samotnou identifikaci a kvantifikaci PAU v pfecCisténych extraktech vzorkd, separaci
jednotlivych slou€enin. Pro tento ucel jsou vétSinou vyuzZivany chromatografické metody.
V soucasné dobé se jedna zejména o aplikace technik plynové a kapalinové chromatografie.

PFi vybéru analytické koncovky hraje vyznamnou roli ndvaznost na pouzité izolani a
Cistici techniky. S tim souvisi i vzhled chromatogramu (chromatograficky profil), ktery je
vyznamné ovlivnén typem analyzovaného materialu, stupném a charakterem precisténi a
selektivitou pouzité metody stanoveni. Vyhodou plynové chromatografie je separace na
kolonach s vysokym poctem teoretickych pater a dnes jiz téméf rutinni vyuZiti hmotnostné
spektrometrického detektoru pro identifikaci a selektivni detekci. Vyuziti kapalinové
chromatografie je spojeno se selektivitou detekce (v pfipadé vyuziti fluorimetrické detekce),
vySSi toleranci k nékterym koextraktim a odstranéni pfipadnych diskriminacnich jevl pfi
nastfiku, které souvisi s rozdilnou té€kavosti PAU. Pro kvantifikaci stopovych mnozstvi PAU
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v environmentalnich i potravinafskych matricich vS8ak obé& techniky disponuji adekvatnim
rozliSenim a ve spojeni s vhodnou detekéni technikou i citlivosti detekce.

Plynova chromatografie

V soucCasné dobé je plynova chromatografie (GC) Siroce uzivanou chromatografickou
technikou pro stanoveni PAU v potravinach. Jeji vyhodou je vyborna separace
analytl a pomérné nizké detekéni limity [28].

Dfive se kapilarni GC obvykle pozivala pfedevSim ve spojeni s plamenové ionizacni
detekci (FID). Vzhledem k malé selektivité a nizsi citlivosti FID, je v souCasné dobé
témér nezbytné vyuziti hmotnostné spektrometrického detektoru (MS), ktery
umoznuje za vhodné zvolenych podminek (kolona, teplotni program) stanoveni i
,&Zkych“ vysokomolekularnich PAU vyskytujicich se v nizkych az stopovych
koncentraci. Pouzivany jsou detektory kvadrupolové nebo iontové pasti, u
kvadrupolu se nejCastéji provadi ionizace narazem elektrona (El) pfi 70 eV, v rezimu
monitorovani jednotlivych iontt (SIM) [28].

Separacni ucinnost a citlivost vyznamné souvisi s optimalnimi chromatografickymi
podminkami. PF¥i optimalizaci parametri pro stanoveni PAU pomoci GC se nesmi
zapomenout na neékolik dulezitych faktord mezi, které patfi vliv pouzitého
rozpoustédla, nastfikové parametry (rychlost nastfiku, velikost lineru, objem
nastfikovaného vzorku, teplota) a stacionarni faze kolony. Jedna z nejrozSifenéji
pouzivanych stacionarnich fazi se sklada z phenyl — methylpolysiloxanu (5 %
phenylu). Kolony obsahujici tuto stacionarni fazi vykazuji vysokou ucinnost a
umoznuji pfesnou kvantifikaci PAU [29].

Znacnou selektivitou, zvlasté pro separaci izomer(, se vyznacuji kolony se
stacionarni fazi s kapalnymi krystaly, které umoznuji separaci PAU i podle tvaru jejich
molekuly, tj. podle poméru délky a Sifky molekuly. Limitujicim faktorem pro pouZziti
téchto kolon je relativné nizka vyrobni reprodukovatelnost stacionarni faze (znaéné
rozdily v selektivité mezi kolonami) a pouziti za vysSich teplot (> 300 °C). Z téchto
dlvodu se zatim nedoporucuje vyuzivat tyto kolony pro rutinni analyzu PAU [29,30].
Jednou z velice modernich metod pro stanoveni PAU je dvoudimenzionalni plynova
chromatografie (GC x GC) ve spojeni s hmotnostni detekci s analyzatorem doby letu
(TOF). Pri této separaCni technice, pfi které jsou pouzity dvé kolony s riznou
selektivitou, propojené sériové za sebou. Vzorek je nejprve separovan na prvni
vysoce rozliSovaci koloné. Mezi kolony je nainstalovan modulator k separaci eluatu
z prvni kolony do velkého mnoZstvi velmi malych frakci. Kazda jednotliva frakce je
zakoncentrovana a nasledné nastfiknuta na druhou kolonu. Druha separace probiha
pomérné rychle (1 — 10 s), jednotlivé frakce jsou kontinualné separovany bez
vzajemnych interferenci. Hlavni vyhodou této techniky je vétSi kapacita pikd, vyssi
citlivost a lepSi mozZnost stanoveni neznamych latek [31]. PouZiti této pomérné nové
techniky u vzorku potravin nebylo ovdem zatim pfili§ aplikovano a proto nebyla ani
nalezena publikace v dostupné odborné literatufe.

Kapalinova chromatografie

V poslednich letech nabyla vysokouc€inna kapalinova chromatografie na vyznamu pfi
stanoveni PAU v potravinovych vzorcich. Oproti GC ma vyhodu v tom, Ze neni nutné
dokonalé precisténi vzorkl a také neni tato technika omezena tékavosti
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skladovanych latek. Dfive byly vyuzivany kolony se silikagelem nebo aluminou, které
byly pozdéji nahrazeny hlavné kolonami se specialni reverzni fazi (polymerni)
vhodnou pro separaci PAU. Kolony v sou€asné dobé byvaji dlouhé prevazné 15 — 25
cm s vnitfnim prdmérem 3 — 4,6 mm. K eluci PAU se vétSinou pouzivaji vodné
roztoky acetonitrilu, methanolu popfipadé tetrahydrofuranu, pfevazné v gradientovém
modu, ktery je nutny, aby bylo mozné v ramci celé analyzy sledovat celé spektrum
obvykle stanovovanych PAU [32].

K detekci se vyuziva schopnosti fady PAU fluoreskovat, coZz umoznuje pouziti
fluorimetrickych detektorli. Vhodnou optimalizaci excitanich a emisnich vinovych
délek Ize dosahnout vysokého stupné citlivosti a selektivity. K detekci PAU by bylo
mozno vyuzit i jinych spektrometrickych technik jakymi jsou napf. fotometricky
detektor a detektor s diodovym polem (DAD), ale oproti fluorimetrickému detektoru se
vyznacuji nizkou citlivosti a selektivitou detekce [29,28].

Nasledujici Tabulky Il a IV shrnuji zakladni podminky extrakénich a Cisticich technik

a metod identifikace a kvantifikace PAU nejCastéji pouzivanych pfi analyze vzorkd
potravin.
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Tabulka lll: Priklady extrakénich a €isticich technik a podminek pro GC pf#i stanoveni PAU v riiznych potravinovych vyrobcich

Vzorek Zpracovani vzorku a precisténi Kolona /stacionarni faze Teplotni program Detekce | Lit.
Alkalicka hydrolyza - smés ethanolu, vody a KOH; ?SsumeTCg’éITanSI).d” 0.33um 1 6 5 min pki 80°C
Grilované parky | nasledna reextrakce cyklohexanem; pfecisténi pomoci Fegkolona' 1m x 0.53 mm —230°C (8°C/min), MSD [16]
SPE (aminopropylovy a C;g sorbent) ipd ' ! —300°C (5°C/min)
. Extrakce tfepanim (pentan); precisténi na silikagelu a . i o R .
Uzené ryby GPC (Sephadex LH-20) 25m x 0,2 mm i.d. (SE-54) 100 —260°C (3°C/min) | MSD [5]
Alkalicka hydrolyza — smés methanolu, vody a KOH,; . o o
. nasledna reextrakce smeési (methanol-voda-cyklohexan a 10m x 2 mm pinéné kolony 1'0120 .C’ —250°C FID
Uzené ryby o Neera (5% OV-101 a OV-17) (1°C/min) [33]
DMF-voda-cyklohexan); precisténi na GPC (Sephadex (sorbent Gas Chrom) 5 950°C. isotermni MSD
LH-20) ' ’
Alkalicka hydrolyza — smés methanolu, vody a KOH,; 10 m x 2 mm pInéné kolony
Uzené parky nasledna reextrakce sm_esvl (v_mve‘shz?nol-\{qda-cyklohexan a (5% OV-101) (sorbent Gas 260°C, isotermni FID [34]
DMF-voda-cyklohexan); precisténi na silikagelu a GPC Chrom)
(Sephadex LH-20)
Uzené masné | Alkalicka hydrolyza - smés ethanolu, vody a KOH; : i o ,
produkty nasledna reextrakce DMF; piecisténi na Kiesel gelu 60 25m x 0,28 mm i.d. (SE-54) 240°C, isotermni MSD [35]
Alkalicka hydrolyza — smés methanolu, vody a KOH;
Uzené ryby a nasledna reextrakce smési (methanol-voda-cyklohexan a 55 m x 0,3 mm i.d. (SE-54) 6 min pfi 165°C FID [36]

rybi produkty

DMF-voda-cyklohexan); precisténi na silikagelu a GPC
(Sephadex LH-20)

—255°C (4°C/min)




Vzorek Zpracovani vzorku a precisténi Kolona /stacionarni faze Teplotni program Detekce | Lit.
Uzené ryby a Alkalicka hydrolyza — smés methanolu, vody a KOH,; 30 m x 0,25 mmi.d., 0,25 ym | 25 °C, —»180°C FID
uzené masné nasledna reextrakce cyklohexanem; precisténi na (prokfizeny 5% phenyl-methyl | (prudce), —320°C MSD [37]
vyrobky Florisilu; nasledna reextrakce DMSO/hexanem polysiloxan - DB-5) (8°C/min)
Tabulka Ill: Pokracovani
Vzorek Zpracovani vzorku a precisténi Kolona /stacionarni faze Teplotni program Detekce | Lit.
Alkalicka hydrolyza — smés methanolu, vody a KOH; . 1,5 min pfi 110°C —
Uzené rvb nasledna reextrakce cyklohexanem; extrakce PAU ?Orgf?igf’s 5rl}m Ihin OlfnSetjhml 210°C (30°C/min), MSD [38]
yoy kofein/mravenci kyselinou, promyti roztokem NaCl; F:)I siloxar):- DOB?S) y Yl 290°C (3°C/min),
reextrakce cyklohexanem; precisténi na silikagelu poly —300°C (10°C/min)
Uzeny losos, . cox PV 30 m x 0,25 mmi.d., 0,25 ym | 1 min pfi 40°C —250°C
parky a vepFové _Zg’ﬁh'c‘;“_""A%X,flr_akfceeéiréotzé‘;?ﬁzti‘:ﬁgiIEJASE)' extrakeni smés | o\ Fizeny 50 phenyl-methyl | (12°C/min), —»310°C | MSD [13]
maso 22 P polysiloxan - HP-5MS) (5°C/min)
Alkalicka hydrolyza — smés methanolu, vody a KOH,; .
Uzené maso nasledna reextrakce cyklohexanem; dalsi reextrakce ?Orcr)rllf?ighz's Sr(r)}m Lin (::rznsetjhml 70°C, —280°C MSD [39]
smési DMF-voda; precidténi na silikagelu a GPC (Bio %I siloxar}:- DOB?S) y y! (5°C/min)
Beads S-X3) Poly
Alkalicka hydrolyza — smés methanolu, vody a KOH; 30m x 0,32 mm i.d., 0,25 ym | 1 min pfi 70°C —-150°C MSD
Uzené maso nasledna reextrakce hexanem; precisténi pomoci SPE (prokfizeny 5% phenyl-methyl | (10°C/min), —»280°C (ITA) [40]
(Florisil) polysiloxan - DB-5) (4°C/min)
Lx Extrakce dle Soxhleta methanolem; Alkalicka hydrolyza — | 30 m x 0,32 mm i.d., 0,25 ym 1 moln pri 70°C _’1050 c
Uzené kureci N o . wee o (10°C/min), —»280°C MSD
smés methanolu, vody a KOH; nasledna reextrakce (prokrizeny 5% phenyl-methyl N . . [7]
maso o vixiy - . (4°C/min), drzi se 14 (ITA)
hexanem; precisténi na Florisilu polysiloxan - DB-5) min
30 m x 0,25 mm i.d., 0,25 ym | 3,5 min 70°C —180°C
Y . DN o xixex ot prokfizeny 5% phenyl-methyl | (25 °C/min), drzi se 10
. L Extrakce tfepanim (smés hexan-ACN 1:5); pfecidténi na ( . T up. ; A MSD
Olivovy olej GPC (BioBeads S-X3) polysiloxan - HP-5MS) min, —300°C (ITA) [41]

pfedkolona: 2 m x 0,25 mm
i.d.

(4°C/min), drzi se 10
min




Tabulka lll:Pokraéovani

Vzorek Zpracovani vzorku a precisténi Kolona /stacionarni faze Teplotni program Detekce | Lit.
1. Extrakce tfepanim (smés H,O-DMSO 2,4:1); nasledna
reextrakce cyklohexanem; precisténi pomoci SPE 60 m x 0,25 mm i.d., 0,25 ym | 0,5 min 50°C —130°C MSD
Olivovy olej (silikagel) (prokfizeny 5% phenyl-methyl | (8 °C/min), —»290°C (5 [6]
2. Stejny postup + Alkalicka hydrolyza — smés methanolu, | polysiloxan HP-5MS) °C/min), drzi se 50 min
vody a KOH; nasledna reextrakce cyklohexanem
'Iiﬁ(tra.kce’z tuku ze vzorku pv)omoci sonikace (cyklohex?n); 60 m x 0,25 mm i.d., 0,25 um | 0,5 min 50°C —130°C
Uzeny syr kalicka hydrolyza — smés methanolu, vody a KOH; 1 w5010 504 bhenyl-methyl | (8 °C/min), —290°C (5 | MSD [17]
y sy ) p y pheny y! ,
nasledna reextrakce cyklohexanem; pfecisténi pomoci olysiloxan HP-5MS) °C/min), dr#i se 50 min
SPE (Supelclean LC-Si SPE Tubes 3 ml) boly ’
1 min 80°C, —»115°C
Uzené ryby a Kysela hydrolyza - HCI, nasledna reextrakce smési 60 m x 0,25 mm i.d., 0,25 ym £2C0 _?4?;62% 1(1r8|n 15
. dichlormethan-haxan (25:75); precisténi na GPC (prokfizeny 5% phenyl-methyl | .2} . N MSD [42]
oleje (Pharmacia Fine Chemicals 1m x 2,5 cm) polysiloxan HP-5MS) C/min), —295°C (25
’ °C/min), 0,5 min 295°C,
—300°C (1 °C/min)
1.2 min 90 °C,
—240°C (30 °C/min),
. drzi se 4 min, -»270°C
1.30m x 0,25 mm id., 0,25 | o5'er/miny grsi se 14
pm (prokfizeny 5% phenyl- min
MIZi Extrakce pomoci sonikace ve smési aceton-hexan methyl polysiloxan HP-5MS) MSD [43]
(50:50); precisténi na silikagelu 2.2 min 120 °C, (ITA)

2.60m x 0,25 mmid., 0,25
pum (prokfizeny 5% phenyl-
methyl polysiloxan HP-5MS)

—240°C (30 °C/min),
drzi se 4 min, —»275°C
(25 °C/min), drzi se 19
min, —280°C (5
°C/min), drzi se 11 min




Tabulka IV: Priklady extrakénich a Cisticih technik a podminek pro HPLC pfi stanoveni PAU v riznych potravinovych vyrobcich

Vzorek Zpracovani vzorku a precisténi Kolona /stacionarni faze Mobilni faze Detekce Lit.
. , . A=ACN; B=H,0
Alkalicka hydrolyza — sn?es, ] 0-1 min: 70%A, 30%B
methanolu, vody a KOH; nasledna . ano o UVD 240, 254,
reextrakce cyklohexanem; . ; 1-19 min: 90%A, 10%B 20- 260 nm
. X C.. 15 cm x 4 mm i.d. Supelcosil LC 40 min:100%A, 0%B 40-55
Uzené ryby extrakce PAU kofein/mravenci . FLD ExX/Em [44]
. . PAH, 5 um min: 100%A
kyselinou, promyti roztokem NaCl, rotok: - 300/408 a
reextrakce cyklohexanem:; p ) 280/395 nm

precisténi na silikagelu

nejdfive gradinetova a
nasledné isokraticka eluce

Uzené parky, uzené
maso

Extrakce tfepanim smési
chloroform-methanol; precisténi
na GPC (Bio Beads S-X3)

15 cm % 4,6 mm i.d. Supelcosil LC
PAH, 5 um

A=methanol-ACN-H,O
50:25:25; B=ACN

0-1 min: 100% A, 0%B
1- 25 min: 0%A, 100%B
prutok: -

gradientova eluce

FLD proménné
Ex (240-293) Em
(340-498) nm

(3]

Uzené ryby

Extrakce tfepanim chloroformem;
precidténi na silikagelu

15 cm x 4,6 mm i.d. Supelcosil LC
PAH, 5 um

A=H,0; B=ACN

0-5 min: 60%A, 40%B 5-40
min: 100%A, 0%B prdatok:
1,5 ml/min

gradientova eluce

FLD proménné
nm

(4]

Uzené kufeci maso

Extrakce dle Soxhleta
methanolem; Alkalicka hydrolyza —
smeés methanolu, vody a KOH;
nasledna reextrakce hexanem;
precisténi na Florisilu

12,5 cm x 4,6 mm i.d. Envirosep-pp
Cis 5 um

A=ACN; B=H,0

0-1 min: 55%A, 45%B
1-23 min: 100%A
pratok: 1,2 ml/min
gradientova eluce

FLD proménné
nm

(7]

.- neni uvedeno




Tabulka IV: Pokradovani

Zpracovani vzorku a

Vzorek ylperiveiviy Kolona /stacionarni faze Mobilni faze Detekce Lit.
precisténi
Superkriticka fluidni extrakce 10 cm % 4,6 mm i.d. Hypersil Green A=ACN; B=H,0O FLD
Rostlinny olei (SFE), extrakéni €inidlo CO, s PAH, 5 um A78%, B22% Ex (270-300) [45]
yolel modifikatorem methanolem, predkolona: Tecknokroma reversni pratok: 0,5 ml/min Em (390-464) nm
precisténi na silikagelu faze Tracer Tr-C-160 Cg isokraticka eluce
Extrakce tuku, lipidova frakce
: ) : . 0-5 min: 60%A, 40%B FLD
Uzeny syr d|r.nethyllf0rma'm|d (DMF)-voda | 25 cm % 4,6 mm i.d. Supelcosil LC 5-25 min: 100% A, 0%B Ex (224-268) [46]
(9:1), nasledna extrakce PAH, 5 um o 1. .
N ; prutok: 1,5 ml/min Em (320-400) nm
cyklohexanem a pfevedeni do : .
R . gradientova eluce
pentanu; pfecisténi pomoci
SPE
Kysela hydrolyza - HCI, 25 cm x 4,6 mm i.d. Altech Prosphere
nasledna reextrakce smési 300 PAH 5u, 5 ym methanol FLD
Uzené ryby a oleje | dichlormethan-haxan (25:75); prfedkolona: pratok: 1,5 ml/min Ex (254 nm) [47]
precisténi na GPC (Pharmacia | 7,5 mmx 4,6 mm i.d. Alltech isokraticka eluce Em (420 nm)
Fine Chemicals 1m x 2,5 cm) Prosphere 300 PAH 5u, 5 um
25 cm %x 4 mm i.d. Merc Superspher _ e
Sonikace ve smési aceton- 100 RP-18, 4 um A=ACN; B=H,0
MIzi hexan 50:50; precisténi na pfedkolona: 95%A, 5%B DAD [11]
e ' pratok: 0,4 mi/min 220-360 nm

silikagelu

4 mmx 4 mm Merc Lichrospher 100
RP-18 endkapovana, 5 um

isokraticka eluce

.- neni uvedeno




3 Stanoveni PAU v potravinach a biotickych matricich

Obecny princip stanoveni PAU v potravinach a biotickych matricich je
nasledujici:
PAU jsou extrahovany z vhodné upravenych matric do organického rozpoustédla.
Separace PAU od pfipadnych koextraktli se v extraktech izolovanych z rostlinnych
matric, oleju/tukl, sedimentl a masnych vyrobkl provadi pomoci gelové permeacni
chromatografie (GPC), ve vzorcich ovzduSi preciSténim na sloupci silikagelu a ve
vzorcich vody pomoci extrakce na tuhou fazi (SPE). PAU se stanovi pomoci reverzni
vysokoucinné kapalinové chromatografie s fluorescenéni detekci (HPLC/FLD) nebo
pomoci plynové chromatografie s hmotnostné spekrometrickou detekci (GC/MS).
Obecné schéma stanoveni PAU v potravinach a biotickych matricich je uvedeno na
obrazku 2.

; Homogenizace, suseni
Uprava vzorku
Sonikace, Soxhlet, ASE, MAE, saponifikace
Izolace PAU
Zakoncentrovani extraktu Rotacni vakuova odparka
PFecisténi GPC, SPE
Zakoncentrovani prec¢isténého extraktu Rotacni vakuova odparka
Identifikace/kvantifikace HPLC/FLD; GC/MS
\/

\4
Obr. 2: Obecné schéma stanoveni PAU v potravinach a biotickych matricich

3.1 Stanoveni PAU v ¢gistych roztocich

Dale uvedena data a charakteristiky se tykaji stanoveni PAU v Cistych roztocich
pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie s fluorescenCni  detekci
(HPLC/FLD). V prvni fazi projektu byla metoda optimalizovana predevSim pro 12
nize uvedenych PAU z 15ti definovanych organizaci US EPA jako prioritni polutanty
Zivotniho prostredi.

Stanoveni PAU dle doporu¢eného seznamu Evropské komise pro potraviny pomoci
techniky HPLC/FLD se po proméfeni fluorescenénich spekter ukazalo jako
nevhodné, vzhledem knizké / Zadné fluorescenci nékterych  PAU
(benzo[jlfluoranthen a cyklopenta[cd]pyren) a také zdlvodu obtizné eluce
dibenzopyrenu. Za ucelem stanoveni téchto nové sledovanych PAU bude tedy
v navazujich experimentech testovana moznost vyuziti metody GC/MS.

Prehled stanovovanych analyta:

phenanthren Phe CAS: 85-01-8

anthracen Ant CAS: 120-12-7
fluoranthen Flt CAS: 206-44-0
pyren Pyr CAS: 129-00-0
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benz[a]anthracen Bla]A CAS: 56-55-3

chrysen Chr CAS: 218-01-9
benzo[b]fluoranthen B[b]F CAS: 205-99-2
benzol[k]fluoranthen B[K]F CAS: 207-08-9
benzo[a]pyren Bla]P CAS: 50-32-8

dibenz[a,h]anthracen DB[ah]A CAS: 53-70-3

benzo[ghi]perylen B[ghi]P CAS: 191-24-2
indenol1,2,3-cd]pyren I[1,2,3-cd]P CAS: 193-39-5

3.1.1 Pouzité pristoje, kolony a standardni roztoky

Kapalinovy chromatograf:

e kvartérni pumpa HP 1100 QuatPump G1311A (Hewlett-Packard, USA)

e vakuova odplynovaci jednotka HP 1100 Degasser G1322A (Hewlett-Packard,
USA)

e automaticky davkova¢ HP 1100 ALS G1329A (Hewlett-Packard, USA)

e fluorimetricky detektor HP 1100 FLD G1321A (Hewlett-Packard, USA)

e termostatované oddéleni kolon HP 1100 ColComp G1316A (Hewlett-Packard,
USA)

Kolona pro HPLC:

LiChroCART 250-4 HPLC - Cartridge (analyticka kolona s reverzni polymerovanou
C1s fazi LiChrospher PAH® a velikosti ¢astic 5 um uréena pro separaci PAU, o
rozmérech 250 mm x 4 mm) s pfedkolonou LiChroCART 4-4 (4 mm x 4 mm) (Merck,
Né&mecko); alternativné je mozné pouzit kolonu SUPELCOSIL™ LC-PAH (analyticka
kolona s reverzni polymerovanou Cig fazi, velikosti ¢astic 5 um, uréena pro separaci
PAU, o rozmérech 250 mm x 4.6 mm) s predkolonou SUPELCOSIL™ LC-18 (20 mm
x 4.0 mm i.d., velikost ¢astic 5 um) (SUPELCO, USA)

Pouzité standardy:

¢ certifikovany smésny standardni roztok PAU v acetonitrilu o rizné koncentraci
jednotlivych PAU - SRM 1647d (NIST, USA) Postup pro fedéni koncentracni rady je
uveden v Tabulce V.
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Redéni standardi: NIST SRM 1647d

Priklad redéni

pouzité rozpoustédlo: acetonitril

fedéni: do 25-ti ml odmérné barky, pro hladinu A do 10 ml odmérné barky
V = davkovany objem roztoku standardu prislu$né hladiny
POZNAMKA: zékladni hladina uvedena jako stfedni hodnota intervalu vymezeného nejistotami

Tabulka V: Postup pro fedéni koncentracni fady standardu SRM 1647d

zéakladni Hladina A
PAU (ug/ml) V(ml) 2ml 2 ampule
naphthalen Naph 20,130 4026,0
acenaphthen Ace 20,770 4154,0
fluoren Fin 4,750 950,0
phenanthren Phe 3,420 684,0
anthracen Ant 0,790 158,0
fluoranthen Fit 7,640 1528,0
pyren Pyr 8,470 konc. 1694,0
benz[a]anthracen BaA 4,090 (ng/ml) 818,0
chrysen Chr 3,670 734,0
benzo[b Jfluoranthen BbF 4,170 834,0
benzo[k ]fluoranthen BkF 4,720 9440
benzo[a Jpyren BaP 4,910 982,0
dibenz[a, h Janthracen DBahA 3,540 708,0
benzo[ghiperylen BghiP 3,680 736,0
indeno[1,2,3-cd]pyren |lcdP 4,280 856,0

Hladina A Bod 1 2 3 4 5 6
PAU (ng/ml) V(ml) 2,5ml 2ml 1,5 ml 1ml 0,5 ml 0,25 ml
naphthalen Naph 4026,0 402,60 322,08 241,56 161,04 80,52 40,26
acenaphthen Ace 4154,0 415,40 332,32 249,24 166,16 83,08 41,54
fluoren Fin 950,0 95,00 76,00 57,00 38,00 19,00 9,50
phenanthren Phe 684,0 68,40 54,72 41,04 27,36 13,68 6,84
anthracen Ant 158,0 15,80 12,64 9,48 6,32 3,16 1,58
fluoranthen Flt 1528,0 152,80 122,24 91,68 61,12 30,56 15,28
pyren Pyr 1694,0 konc. 169,40 135,52 101,64 67,76 33,88 16,94
benz[a]anthracen BaA 818,0 (ng/ml) 81,80 65,44 49,08 32,72 16,36 8,18
chrysen Chr 734,0 73,40 58,72 44,04 29,36 14,68 7,34
benzo[b Jfluoranthen BbF 834,0 83,40 66,72 50,04 33,36 16,68 8,34
benzo[k ]fluoranthen BkF 944,0 94,40 75,52 56,64 37,76 18,88 9,44
benzo[a ]pyren BaP 982,0 98,20 78,56 58,92 39,28 19,64 9,82
dibenz[a,h ]anthracen DBahA 708,0 70,80 56,64 42,48 28,32 14,16 7,08
benzo[ghi]perylen BghiP 736,0 73,60 58,88 44,16 29,44 14,72 7,36
indeno[1,2,3-cd]pyren _|lcdP 856,0 85,60 68,48 51,36 34,24 17,12 8,56

Bod 3 Bod 7 8 9
PAU (ng/ml) V(ml) 2ml 0,75 ml 0,25 ml
naphthalen Naph 241,6 19,32 7,25 2,42
acenaphthen Ace 249,2 19,94 7,48 2,49
fluoren Fin 57,0 4,56 1,71 0,57
phenanthren Phe 41,0 3,28 1,23 0,41
anthracen Ant 9,5 0,76 0,28 0,09
fluoranthen Fit 91,7 7,33 2,75 0,92
pyren Pyr 101,6 konc. 8,13 3,05 1,02
benz[a]anthracen BaA 49,1 (ng/ml) 3,93 1,47 0,49
chrysen Chr 44,0 3,562 1,32 0,44
benzo[p |fluoranthen BbF 50,0 4,00 1,50 0,50
benzo[k]fluoranthen BkF 56,6 4,53 1,70 0,57
benzo[a Jpyren BaP 58,9 4,71 1,77 0,59
dibenz[a,h ]Janthracen DBahA 42,5 3,40 1,27 0,42
benzo[ghi|perylen BghiP 44,2 3,563 1,32 0,44
indeno[1,2,3-cd]pyren |lcdP 51,4 4,11 1,54 0,51
Bod 7 Bod 10 11

PAU (ng/ml) V(ml) 1,5 ml 0,2ml
naphthalen Naph 19,32 1,159 0,155
acenaphthen Ace 19,94 1,196 0,160
fluoren Fin 4,56 0,274 0,036
phenanthren Phe 3,28 0,197 0,026
anthracen Ant 0,76 0,046 0,006
fluoranthen Flt 7,33 0,440 0,059
pyren Pyr 8,13 konc. 0,488 0,065
benz[a]anthracen BaA 3,93 (ng/ml) 0,236 0,031
chrysen Chr 3,52 0,211 0,028
benzo[b |fluoranthen BbF 4,00 0,240 0,032
benzo[k]fluoranthen BkF 4,53 0,272 0,036
benzo[a Jpyren BaP 4,71 0,283 0,038
dibenz[a, h Janthracen DBahA 3,40 0,204 0,027
benzo[ghiperylen BghiP 3,53 0,212 0,028
indeno[1,2,3-cd]pyren |lcdP 4,11 0,247 0,033
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3.2 Optimalizace separace a stanoveni PAU metodou vysokou€inné kapalinové
chromatografie s fluorescenéni detekci (HPLC/FLD)

Spojeni vysokouc€inné kapalinové chromatografie s fluorescencni detekci
(HPLC/FLD) je v sou€asné dobé nejvice pouzivanym systémem pro rutinni stanoveni
PAU, a to nejen v potravinach, ale i environmentalnich matricich. Vzhledem k
omezenim, ktera vyplyvaji pro aplikaci techniky GC/MS, napf. nizka tékavost
vySejadernych PAU a nutnost dokonalého precisténi vzorkl od netékavych
komponent matrice, je Casto volena, zejména pro stanoveni PAU ve slozitych,
predevsim potravinarskych matricich, metoda HPLC/FLD. Technika GC/MS-EI je pak
vyuzivana zvlasté pro ovéreni vysledku ziskanych HPLC/FLD (zejména fale$né
pozitivnich).

Cilem této casti prace byla optimalizace metody HPLC/FLD s ohledem na kvalitu
separace sledovanych PAU, optimalizaci detekce a dalSich faktor(, které mohou mit
vliv kvalitu provadénych analyz.

Mé¥eni fluorescencnich spekter PAU

Pro dosazeni nezbytné citlivosti a selektivity detekce, zejména vzhledem k nizkym
hladinam PAU v potravinovych matricich, je nevyhnutelné pouziti fluorescencniho
detektoru, ktery umoznuje v prib&hu analyzy zménu nastaveni vinovych délek
excitacniho a emisniho zafeni. Tvar fluorescencniho spektra a intenzita fluorescence
jsou do jisté miry ovlivnény sloZzenim mobilni faze a Caste¢né i parametry pouzité
instrumentace (napf. riznou citlivosti pro rizné oblasti vinovych délek) a hodnoty
uvadéneé v literatufre se Casto pro konkrétni analyty lisi. Proto byly za ucelem
optimalizace podminek detekce, zméfena excitatni a emisni spektra jednotlivych
PAU (Obr. 3 a 4).
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Obr. 3: Excitaéni spektra sledovanych PAU (v acetonitrilu), v€etné& maxim vinovych

délek
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Obr. 4: Emisni spektra sledovanych PAU (v acetonitrilu), v€éetné maxim vinovych
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Optimalizace separace a detekce

Eluce PAU byla provadéna gradientem smési acetonitril-voda (55:45, v/v) do
100 % acetonitrilu pri teploté 35 °C. Pro separaci PAU byla pouzivana kolona s
vysoce polymerovanou vrstvou ligandi Cig, doporu¢ena pro separaci smési PAU,
nebot poskytuje zvySenou selektivitu pro kritické (izomerni) pary PAU. DostateCna
ucinnost separace postupu je dokumentovana na obrazku 5.

FLD1 A, Ex=248, Em=374, TT (C:\HPCHEM\FLD154-4\DATA\MJ020207\030-1001.D)
LU

=

500

10.119 - Ace

400 +

300 +

7.572 - Naph
14.725 - Pyr
22.686 - B[a]P

11.450 - Phe
12577 - Ant
13.736 - Fit
17.560 - Bla]A
18.284 - Chr
20535 - BbJF
24.006 - DB[ah]A

200 J

25.280 - Blghi]P

26.002 - I[cd]P

100

T T T T T
5 10 15 20 25 mi

Obr. 5: Chromatogram standardu NIST (koncentrace jednotlivych analytd 1,6 - 16,9
ng/ml, kolona LiChroCART 250-4 (MERCK)

V ramci provadénych experimentl byla pro separaci PAU ovéfovana také moznost
vyuziti kolony se stejnou stacionarni fazi, ale jinym vnitfnim prdmérem, 3 mm. Kolona
s menSim primérem by méla se stejnym nebo lepSim rozliSenim snizit, vzhledem k
mensimu prutoku mobilni faze, objem pouzivanych rozpoustédel az na polovinu. S
mensim vnitfnim pramérem kolony by také mélo dochazet, pro stejny objem nastfiku
jako na koloné s vnitfnim primérem 4 mm, k zuzeni z6ny eluce analytu a tim ke
zvyseni jeho odezvy. DalSi moznosti zvySeni rozliSeni by mohlo byt pouziti kolony
s men8im zrnénim castic.

Jak vyplyva z Obrazku 6 odezva jednotlivych PAU zjisténa na koloné s vnitfinim
primérem 3 mm byla, pfi nastfiku 10 ul, az o 50 % vysSi nez pro kolonu s vnitfnim
primérem 4 mm, coz je podstatné zejména pro analyty s delSi dobou eluce. Ovsem
pfi zvySeni objemu nastfiku na 20 pl (tedy objem nastfiku bézné pouzivany na koloné
s vnitfnim primérem 4 mm) se zacina projevovat nedostateCna kapacita této kolony
rozmyvanim eluc¢nich zén jednotlivych PAU. Kolonu s vnitfnim primérem 3 mm je
tedy mozné pouzit pouze v pfipadé analyzy vzork(, u kterych neni, vzhledem k
pfedpokladanym nalezim PAU, nutné nastfikovat vétSi objem nez 10 pul.
Nepopiratelnou vyhodou této kolony, zjisSténou v souvislosti se zvySenou odezvou,
také bylo zvySeni poméru signalu k Sumu a tedy i snizeni meze detekce sledovanych
PAU, a to az o polovinu. Také opakovatelnost nastfiku (vyjadfena jako RSD) na této
"uzsi" koloné byla zejména pro PAU, které jsou eluovany s delSim retenénim ¢asem,
az o polovinu nizsi.
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Obr. 6: Porovnani relativni odezvy PAU a opakovatelnosti retencnich ¢asl na
kolonach s vnitfnim primérem 3 a 4 mm (nastfik 10 ul, obsah jednotlivych analyta ve
standardu PAU 20 ng/ml; odezva zjis§téna na koloné s vnitfnim praimérem 4 mm =
100 %)

Parametry metody HPLC/FLD, které maji vliv na kvalitu provadénych analyz

Opakovatelnost nastriku

Dulezitym faktorem, ktery charakterizuje pouzivany systém, je opakovatelnost
nastfiku, ktera neoddélitelné zahrnuje spolecnou nejistotu objemu nastfiku a stability
odezvy detektoru. Pro vSechny sledované analyty se pohybuje od desetin do 2 %, v
rozsahu koncentraci PAU pouzivanych pro kalibrani zavislosti (viz kapitola 1.3.1.1).

Stabilizace systému

Vzhledem k nutnosti pouziti selektivnich vinovych délek Aex/Aem pro detekci
jednotlivych PAU a jejich pfesné zméné v Case v pribéhu analyzy, je také dulezité
znat vliv parametrl pouzivané pumpy, tj. schopnost pfesné realizovat zadany
gradient a pratok mobilni faze, na stabilitu retenCnich ¢asl. NedostateCna
opakovatelnost retenénich ¢asl analytl pfi gradientové eluci mize byt zplsobena i
pomalou adaptaci kolony z konecnych podminek analyzy zpét na startovaci pomér
mobilni faze (pfed kazdou analyzou je tedy nutné kolonu dostateéné dlouhou dobu
kondicionovat po¢atecnim pomérem mobilni faze). Na zakladé ziskanych zkuSenosti
je nutné, pro stabilizaci podminek separace, promyti kolony alespon Ctyfnasobkem
doby mrtvého objemu pfed kazdou sekvenéni analyzou. Na stabilitu retencnich ¢asu
ma také velky vliv udrZzeni dostateCné stabilni teploty na koloné. Vyrobce
pouzivaného systému HP 1100, deklaruje stabilitu teploty termostatovaného bloku na
+ 0,15 °C a presnost nastaveni na + 0,8 °C, a to v rozsahu od -10 °C aZ do 80 °C.
Na zakladé dlouhodobé zkuSenosti je vSak nejlépe pracovat v mistnosti, kde
nedochazi k velkym teplotnim vykyvum a pfi teploté, ktera je o 5 az 10 °C vysSi nez
teplota v mistnosti. Z tohoto davodu je, zejména v letnim obdobi, vhodné pracovat v
klimatizovanych prostorach.
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Objem nastriku / linearni rozsah autosampleru

Obsahy PAU a jejich relativni zastoupeni v analyzovanych vzorcich a také ve
slepych pokusech se €asto pohybuji na rozdilnych hladinach (v ramci jedné série
vzorkll se muze jednat aZ o dva fady). Z tohoto diivodu muzZe nastat situace, kdy pro
néktery ze sledovanych analyti dojde za nastavenych parametrd zesileni
fotonasobie k presahnuti dynamického rozsahu detektoru, které se projevi
nasycenim na urcité urovni odezvy (tzv. "useknutim" piku); tato hladina vSak neni pro
jednotlivé PAU, vzhledem k ruzné citlivosti detekce, stejna. Takové vzorky je pak
nutné analyzovat znovu. Pokud se zaméfime pouze na chromatografickou koncovku
a pomineme moznost Upravy krokl izolace, precisténi extraktd a dale ziedéni
extraktu pfed analyzou HPLC/FLD, Ize problém vyfeSit jinym zplsobem. Bud je
analyzovat celou sérii vzorkll spolu se standardy na niz8i urovni zesileni
fotonasobice (snizeni odezvy faktorem 2"), a nebo vzorek ve vialce zfedit. V pFipadé
fedéni se vSak vnasi do analyzy dalSi faktor, ktery muze mit vliv jak na nejistotu
stanoveni, tak pfipadnou kontaminaci. Nejjednodussim feSenim tohoto problému je
pouziti menSiho objemu nastfikovaného vzorku. Z tohoto duvodu byl provéren
linearni rozsahu autosampleru, na zakladé odezvy PAU, pro nastfik objemt od 1 pl
do bézné pouzivanych 20 pul a také opakovatelnost nastfiku pro jednotlivé objemy.
Jak vyplyva z Obrazku 7, v pfipadé vysoce kontaminovanych vzorkl je mozné vyuzit
i mensiho objemu nastfiku (az 1 pl), bez nutnosti dalSich zasahu do analytického
postupu. Opakovatelnost nastfiku sledovanych PAU nepfesahla ani u objemu
nastfiku 1 ul vyznamné 2 %, pro objemy nastfiku mensi nez 1 ul (0,5 a 0,2 ul) vSak
vzrostla, a to az na 6 %.
Vzhledem k nizkym naleziim PAU v nékterych typech matric, zejména potravin, byla
ovéfovana i moznost vyuziti vétSich objemU nastfiku néz bézné pouzivanych 20 pl. V
pfipadé modelové smési PAU dochazi jiz u nastfiku 25 ul k rozmyvani elunich zén
PAU, které jsou eluovany s kratkym retenCnim ¢asem. Pozorovat Ize tvar typicky pro
prehlceni kolony, tzv. "leading" (vedeni) pik(d. Jedna se o efekt zplUsobeny
rozpoustédlem pouZitym pro nastfik na HPLC, tj. acetonitrilem, jehoZ elu¢ni sila je
vyS8Si nez pocateCniho poméru mobilni faze (acetonitril-voda, 55:45, v/v). Z tohoto
divodu by bylo vhodné pro vys$Si objemy nastfiku nez 25 ul pouzivat, pro
zakoncentrovani vzorku pfed nastfikem do systému HPLC/FLD, fedéni do
pocate¢niho poméru mobilni faze. DalSi moznosti pro zvySeni odezvy analytl je
zakoncentrovani odparku precisténého extraktu do mensiho objemu rozpoustédia.
Na zakladé ziskanych zkuSenosti neni praktické provadét prfevedeni do objemu
mensiho nez 200 pl. Oproti bézné pouzivanym 500 ul je vS8ak timto zplisobem mozné
zvysit, stejné jako u zvySeni objemu nastfiku na 40 ul, odezvu PAU.
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Obr. 7: Ovéfeni linearniho rozsahu autosampleru pro nastfik objemd od 1 do 20 pl
na zakladé odezvy PAU (odezva je normalizovana na nastfikovany objem standardu
PAU, obsah jednotlivych analytl se pohyboval na hladiné 32 - 159 ng/ml)

Response time

Na kvalitu vykresleni piku ma v pfipadé zplUsobu detekce FLD, vliv tzv.
"response time" (doba odezvy), {j. interval, po ktery je sniman signal. S rostouci
hodnotou doby odezvy, tj. zvySenim poctu bodl sejmutych pro vykresleni piku,
dochazi k "vyhlazeni" Sumu a hladSimu vykresleni piku, na druhou stranu klesa
odezva analytu (podle vysky), tj. pomér signalu k Sumu. Pfi kratSi dobé odezvy je
signal sniman v kratSim ¢asovém intervalu s vyS$Si odezvou (podle vysky). Hodnota
nastaveni doby odezvy ma také vliv na délku Casového intervalu potfebného ke
zméné vinovych délek mezi dvéma po sobé se eluujicimi latkami (ij. rychlost reakce
detektoru pfi zméné selektivnich Aex/Aem) - €im kratSi je doba odezvy, tim je tato
reakce rychlejsi. Z popsanych dlvodul je tedy tfeba nalézt vhodny kompromis mezi
odezvou, kvalitou vykresleni piku a intenzitou Sumu. Na zakladé provedenych
experimentl byla jako optimalni vybrana doba odezvy 2 s.

Odplynéni mobilni faze

Vlivem nedostateéného odplynéni mobilni faze, muze dochazet ke zméné
fluorescenéni odezvy PAU, tzv. "zhaseni" fluorescence. Zejména kyslik mize hrat
vyznamnou roli v potlateni odezvy nékterych analytl. PFitomnost kysliku v mobilni
fazi zkracuje v dusledku nezafivé dissipace energie dobu, po kterou jsou elektrony v
molekule PAU v excitovaném stavu, coz ma za nasledek snizeni intenzity
fluorescence. Pro spolehlivou kvantifikaci je tedy nutné zajistit odstranéni kysliku z
mobilni faze a pfipadné sledovat pomér PAU citlivych ke zhaSeni fluorescence
vzhledem k analytu, ktery citlivy neni. V pfipadé odplynéni mobilni faze intenzivnim
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proudem helia (prutok asi 25 ml/min) je nutné, pro zaru€eni stability odezvy, provadét
pfed zapocCetim analyz odplynéni minimalné po dobu 4 hodin (Obr. 8). Také v
prubéhu mérenije nezbytné "probublavat" mobilni fazi nepfetrzité, aby nedoslo k
opétovnému rozpusténi kysliku. Tento problém lze odstranit zavedenim vakuové
odplyriovaci jednotky, ktera umoZznuje, z hlediska kvantifikace, reprodukovatelné
odplynéni mobilni faze.
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Obrazek 8: Vliv odplynéni mobilni faze heliem na stabilitu odezvy vybranych PAU
(zaCatek odplyriovani mobilni faze pfi nastfiku €. 1, odezva analytd pfi prvnim
nastfiku = 100 %)

Fotodegradace

Fotodegradaci PAU ve vialce v autosampleru pak muze byt zabranéno

pouzitim vialky z hnédého skla. Za téchto podminek nebyly po tfech dnech stani
standardu PAU v acetonitrilu umisténém v hnédé vialce na autosampleru (s
nepropichnutym septem, v teploté 24 + 3 °C) zaznamenany zadné zmény v
koncentraci sledovanych analytd.

Robustnost metody HPLC/FLD

pred realizaci HPLC koncovky je nutné kondicionovat kolonu promytim
startovnim pomérem mobilni faze, s pratokem 1 ml/min po dobu minimalné 30
min

pro posouzeni stability HPLC systému (zejména retencnich ¢asull) slouzi jako
orientacni vzdy prvni nastfik v analyzované sekvenci; tento se nepouziva pfi
vyhodnoceni

pracovni roztoky standardl a vzorky je nutné uchovavat v chladu (5 °C), pfed
nastfikem do HPLC systému je nezbytna jejich temperace na laboratorni teplotu
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Odhad meze detekce a stanovitelnosti

v v,

analytu ve vzorku, které Ize jesté s urcitou pravdépodobnosti detekovat. UrCeni meze
detekce je zavislé na typu provadéné analyzy. Obvykle se v8ak stanovuje na zakladé
prumeérného signalu a smérodatné odchylky z opakovanych méreni slepych vzorku.
V detekCnich systémech, které umoziuji kontinualni zaznam zakladni linie se Casto
vyuziva stanoveni meze detekce jako koncentrace analytu ve vzorku, ktera vyvola
odezvu odpovidajici trojnasobku Sumu (amplituda vychylek zakladni linie). Vzhledem
k tomu, Zze jsou PAU pfitomny ve slepych vzorcich vSech sledovanych matric nad
prakticky ovéfenou mezi stanovitelnosti, nebylo mozné provést odhad meze detekce
na zakladé analyz slepych vzorkl. Z tohoto divodu byl zvolen jiny pfistup, pomoci
kterého byla pro jednotlivé matrice odhadnuta mez detekce jako trojnasobek
smérodatné odchylky odezvy ziskané z opakovanych analyz standardu, ktery
odpovida koncentraci jednotlivych PAU 0,1 - 0,38 ng/ml. Je vSak tfeba zdlraznit, Ze
hodnoty LOD jsou zavislé také na aktualni stavu chromatografického systému (t;.
smér a opotfebeni lampy, opotfebeni kolony) a jejich velikost, uvedena v Tabulce VI,
je tedy pouze orientacni.

Mez stanovitelnosti (LOQ — Limit of Quantification) je nejmenSi mnozstvi
stanovované latky (analytu) ve vzorku, které mulze byt kvantitativné stanoveno s
prijatelnym stupném pFesnosti. Takto urena mez stanovitelnosti by neméla byt nizsi
nez trojnasobek LOD. V tabulce VI jspu uvedeny LOD pro Cisté PAU.

Tabulka VI: Meze detekce (LOD) PAU pro Cisté latky (za pouziti metody HPLC/FLD)

LOD
Standardni roztok

PAU PAU (ng/ml)
Phe 0,15
Ant 0,06
Flt 0,14
Pyr 0,07
Bla]A 0,03
Chr 0,02
B[b]F 0,05
BIK]F 0,01
B[a]P 0,01
DB[ah]A 0,01
B[ghi]P 0,03
I[1,2,3-cd]P 0,04
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Rozsah metody a linearita

Vzhledem k tomu, Ze jsou analyzované kontaminanty zastoupeny v realnych
vzorcich v Sirokém rozmezi koncentraci, je nutné volit kalibracni rozsah pracovnich
standardnich roztoku v dostateéném rozsahu, ktery odpovida realnym nalezim. V
Tabulce V je uveden koncentraCni rozsah kalibracnich zavislosti pro jednotlivé
analyty. V praxi je kalibrace v celém rozsahu koncentraci uvedenych v Tabulce V
provadéna pomoci kvadratické zavislosti. Pro ovéfeni spravnosti je kvantifikace
provadéna také interpolaci na dva body standardu obklopujici nalez a oba vysledky
jsou porovnany. Kalibrace je dale kontrolovana vynesenim do grafu a v pfipadé
pouziti linearni regrese (pro omezeny rozsah koncentraci PAU) pomoci korelacniho
koeficientu (R?) (softwarové vybaveni HP Chemstation Rev. A.06.03).

Selektivita metody

Vysokoucinna kapalinova chromatografie s fluorescencni detekci je technikou, ktera
umoznuje relativné znacné selektivni detekci polycyklickych aromatickych
uhlovodiku. Pfesto se mohou v extraktech objevit interferujici latky, které predstavu;ji
riziko nadhodnoceni pfi vyjadfovani obsahu analytd. Zdrojem interferentli mohou byt
vedle nedostatecné odstranénych slozek matrice (v pfipadé pfekroCeni kapacity
GPC systému €i sloupcové chromatografie na silikagelu) pouzivana rozpoustédla a
chemikalie, ale i jiné latky, napf. derivaty PAU (koextrahované za podminek
analytického postupu spolu se sledovanymi analyty), které pfi zvoleném zpUsobu
detekce (Aex/Aem) pOskytuji odezvu.

Nejlepsi kalibracni schopnost metody (CMC)

Za idealni postup pro stanoveni nejlepSi kalibraéni schopnosti metody (CMC) je
povazovan pfipad analyzy Ccistého roztoku standardu na koncentra¢ni urovni
odpovidajici bodu kalibracni kfivky lezicimu mezi dvéma nejvysSimi body kalibrace.
V takovém pfipadé je nejistota dana nejistotou nastfiku (odezvy) daného roztoku uy a
nejistotou nastfiku (odezvy) kalibracniho roztoku ug, ktera se vyjadfi jako RSD z
opakovanych nastfiki standardu. Zde je za idealni povazovano, jestlize je kalibracni
standard jiz v roztoku a od dodavatele je znama nejistota koncentrace us, uvedena v
certifikatu dodavatele standardu. VypocCet kombinované nejistoty u; se pak provede
nasledujicim postupem
U = U’ + ue” + Us”.
ProtozZe nejistoty nastfiki standardd jsou stejné jako kalibraéniho roztoku, je ux = uc,
a pak
U2 = 2 Ue2 + Us2.
Vypocet rozSifené nejistoty U je poté proveden jako

U=CMC =2 u.
Na zakladé této strategie byly stanoveny pro jednotlivé PAU pfislusné hodnoty CMC
(Tab. IX). PfisluSna data pouzita pro vypocet jsou uvedena v Tabulkach VIl a VIII.
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Tabulka VII: Nejistota koncentrace standardu NIST 1647d (podle certifikatu)

c o D5 Us 0

PAU (ug/mi) rozslrﬁrzjgr;rerj]:)stota (ug/mi) Us (%)
Phe 3,42 0,06 0,03 0,88
Ant 0,79 0,02 0,01 1,27
Flt 7,64 0,1 0,05 0,65
Pyr 8,47 0,11 0,055 0,65
B[a]A 4,09 0,04 0,02 0,49
Chr 3,67 0,04 0,02 0,54
B[b]F 4,17 0,05 0,025 0,60
BIk]F 4,72 0,07 0,035 0,74
B[a]P 491 0,08 0,04 0,81
DB[ah]A 3,54 0,22 0,11 3,11
B[ghi]P 3,68 0,13 0,065 1,77
I[1,2,3-cd]P 4,28 0,09 0,045 1,05
Vysvétlivky:

¢ — koncentrace zasobniho roztoku standardu
Us— rozSifena nejistota koncentrace standardu udana vyrobcem
Us — hejistota koncentrace standardu

Tabulka VIII: Nejistota nastfiku (odezvy)

PAU ¢ (ng/ml) U, = RSD (%)
Phe 13,68 2,58
Ant 3,16 2,24
Flt 30,56 2,04
Pyr 33,88 1,89
Bl[a]A 16,36 1,69
Chr 14,68 1,68
B[b]F 16,68 1,46
B[K]F 18,88 1,46
B[a]P 19,64 1,53
DB[ah]A 14,16 1,56
B[ghi]P 14,72 1,53
I[1,2,3-cd]P 17,12 1,55
Vysvétlivky:

¢ — koncentrace pracovniho roztoku standardu
u.— nejistota nastfiku (odezvy) standardu
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Tabulka IX: Hodnoty CMC zjisténé pro jednotlivé PAU

PAU CMC (%)
Phe 55
Ant 5,1
Flt 5,8
Pyr 35
B[a]A 4,1
Chr 42
B[b]F 3,8
BIK]F 3,7
B[a]P 3,2
DB[ah]A 2,9
B[ghi]P 3,0
I[1,2,3-cd]P 3,4
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4 Vyjadrovani nejistot méreni

Nejistotu méreni definujeme jako parametr pfidruzeny k vysledku méfent,
ktery charakterizuje rozptyleni hodnot, které mohou byt divodné pfisuzovany
k méfené veliCiné. 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
mérfeni, o kterém se domnivame, ze zahrnuje skuteCnou hodnotu méfené veli€iny se
zvolenou pravdépodobnosti (obvykle 95 %).
Nalezeni kritickych krokd metody je jednim z dlivodd provadéni odhadu nejistoty
analytického postupu. DalSi pfiinou je mozZnost posouzeni miry spolehlivosti
ziskanych vysledku a tim jejich vhodné interpretace.

4.1 Postup pri odhadovani nejistoty méreni

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

e  specifikace mérfené veliciny (tzn. co se bude méfit, vztahy mezi méfenou
veli€inou a vstupnimi parametry apod.),

o identifikace potencialnich zdroju nejistot,

o kvantifikace jednotlivych slozek nejistoty,

o vypocet kombinované nejistoty.

4.2 Zdroje nejistot

V praxi muze pochazet nejistota vysledkl z mnoha zdrojl, mezi které Ize
zahrnout napf.:
e vzorkovani (nahodné rozdily mezi vzorky, systematické odchylky pfi
vzorkovani),
podminky skladovani,
vlivy pfistroju,
Cistota pouzivanych chemikalii (vliv Cistoty referencnich materiald apod.),
podminky méfeni (vliv teploty na objem odmérného skla apod.),
vlivy vzorku (sloZeni matrice, stabilita vzorku, vliv pfidavku standardniho roztoku
na vytéznost),
e Vlivy vypoctu (volba kalibragniho modelu, zanedbani platnych Cislic a
zaokrouhlovani),
o korekce na slepy pokus (nejistota hodnoty slepého pokusu, pfiméfenost korekce
na slepy pokus),
e Vlivy operatora (systematicky nizSi nebo vy3Si odecitani méfidla nebo stupnice,
moznost mirné odliSného interpretovani metody),
e nahodné vlivy.
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4.3 Kvantifikace jednotlivych slozek nejistoty a vypocet kombinované
nejistoty

V pfipadé, ze jsou zdroje nejistoty jednotlivych ¢asti analytického postupu
identifikovany,
je dalsim krokem kvantitativni uréeni pfispévku nejistot pochazejici z téchto zdroju.
Mezi zakladni principy, na zakladé kterych Ize kvantifikovat tyto pfispévky, se fadi:

o experimentalni prace laboratofe provadéjici analyzy,
o vyuziti vysledkd méfeni referencnich materiald,
o vyuziti dat a vysledkul z pfedchozi prace laboratofe nebo jiné instituce,

odhad vychazejici z jinych vysledkd nebo udaju (napf. z informaci od
dodavatelu),

o modelovani na zakladé teoretickych princip,

o usudek analytika zalozeny na zkuSenosti.

Kvantitativniho vyjadfeni celkové nejistoty Ize poté dosahnout dvéma postupy:

o vyhodnocenim nejistot pochazejicich z kazdého jednotlivého zdroje a
dale jejich slou¢enim (tzv. ,bottom—up®),
o pfimym stanovenim kombinovanych pfispévku nejistoty vysledk

s vyuzitim udaji o parametrech metody (tzv. ,top-down®).

V praxi je obvykle nutné a vyhodné kombinovani obou postup.
Pfi odhadu celkové nejistoty je vzdy 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 z dil€ich
prispévkul k nejistoté je nazyvan slozkou nejistoty. Je-li vyjadiena ve formé
smeérodatné odchylky, hovofime o standardni nejistote.

Odhad standardnich nejistot se provede podle uvedenych vztahu:

e veliCina s rektangularnim rozdélenim
u(x)=a/3
kde a je polosife intervalu spolehlivosti.

e veli¢ina s normalnim rozdélenim
u(Xxi) = Sxi
kde syije smérodatna odchylka.

Celkovou nejistotu vysledku méreni y Ize pak vyjadfit jako kombinovanou standardni
nejistotou, uc(y). Je rovna odhadu smérodatné odchylky rovnajici se kladné hodnoté
druhé odmocniny celkového rozptylu, ziskaného slou¢enim vSech sloZzek nejistoty
(ziskanych jakymkoliv zpusobem) existujicich ve vSech fazich metody s pouzitim
zakona o Sifeni nejistot.

Po odhadu jednotlivych slozek nejistoty nebo jejich skupin a jejich vyjadfeni ve
formé& smérodatnych odchylek Ize tedy provést vypocet kombinované standardni
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nejistoty. Obecnym vztahem mezi kombinovanou standardni nejistotou uc(y) hodnoty
y a nejistotami navzajem nezavislych parametrd xi, Xo,..., Xn Na nichz zavisi, je

Ue(Y(X1.Xz,...)) = \/,_Zcfu(xi)z = \/__2u<y, X,)?

kde y(x1,X2....) je funkci nékolika proménnych, xi, X»..., Cj je citlivostni koeficient
vypocteny jako c;= 8y/5x;, parcialni diferencial y podle x; a u(y,x;) je nejistota

z pochazejici z nejistoty x;. Pfispévek kazdé proménné u(y,xi) je pak ¢tvercem
pridruzené nejistoty vyjadfené ve formé smeérodatné odchylky nasobeny ¢tvercem
prislusného citlivostniho koeficientu. Tyto citlivostni koeficienty vyjadfuji, jak se méni
hodnota y se zménou parametru xi, X, atd.

Pro vétSinu pfipadu v analytické chemii Ize pouzit rozsifenou nejistotu U. RozSifena
nejistota je interval o kterém Ize pfedpokladat, Zze se v ném naléza hodnota mérené
veli€iny na vysSi urovni spolehlivosti. Hodnota rozSifené nejistoty U se ziska
vynasobenim standardni kombinované nejistoty uc(y) koeficientem rozsSifeni k. Volba
koeficientu k zavisi na pozadované hladiné spolehlivosti, pro hladinu spolehlivosti
pfiblizné 95 % ma k hodnotu 2.

4.4.0dhad nejistoty analytického postupu; priklad stanoveni PAU
v olejich a tucich

Jak jiz bylo zminéno, zjiSténi nejistoty analytického postupu stanoveni PAU
v olejich Ize provést dvéma zakladnimi zpusoby. Postupem, ktery do celkové
nejistoty zahrnuje pouze predpokladané hlavni vlivy, tj. vliv vytéZnosti analytického
postupu, opakovatelnost stanoveni, Cistotu standardu a nejistotu kalibrace (tzv. ,top —
down®), byly zjistény nejistoty uvedené v Tabulce X.
Pro porovnani bylo provedeno zhodnoceni vlivll jednotlivych pracovnich operaci na
celkovou nejistotu stanoveni PAH v olejich (tzv. ,bottom-up*). Postup pro vypocet
celkové nejistoty touto metodou (,bottom-up®) je zobrazen na Obrazku 9, pFispévky
jednotlivych vlivl, které byly v tomto pfipadé uvazovany v ramci jednotlivych kroku
analytického postupu, jsou shrnuty v Tabulce Xl. Celkova nejistota analytického
postupu stanoveni PAH v olejich zjisténa timto zplisobem, je uvedena v Tabulce XII.
Priklad pfispévku dil€ich nejistot jednotlivych krok( analytického postupu k celkové
nejistoté je znazornén pro zastupce nizejadernych PAH (Phe) a vySejadernych PAH
(B[b]F) na Obrazku 10. Jak vyplyva z tohoto obrazku, s rostouci molekulovou
hmotnosti analyti klesa podil kroku odpafovani v ramci celkové nejistoty tohoto
postupu stanoveni PAH v olejich pomoci HPLC/FLD. Naopak vzrista podil kroku
precisténi extrakti pomoci GPC. Pro HPLC/FLD byl dale proveden detailnéjSi rozbor
jednotlivych vlivl, pfiCemz bylo zjisténo, ze se na této nejistoté nejvétsi mérou podili
opakovatelnost nastfiku nasledovana fedénim standardu (Obr. 11).
Jak vyplyva z Tabulek X a XIl, celkové nejistoty zjiSténé pomoci obou pfistupt, tedy
jak "top-down", tak "bottom-up", jsou v pfipadé vétsiny sledovanych PAH v podstaté
srovnatelné. Prfipadné rozdily zjisténé mezi vyjadfenim celkové nejistoty témito
dvéma postupy mohou byt zplsobené napf. v pfipadé DB[ah]A relativné vysokym
pfispévkem Cistoty standardu k celkové nejistoté. Slozity postup zjiStovani celkové
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nejistoty na zakladé vlivu potencialnich pfispévki v ramci jednotlivych kroku
analytického postupu, je tedy mozné nahradit jednodusSSim vypocltem, pomoci
predpokladanych hlavnich vlivii na celkovou nejistotu stanoveni PAH v olejich
metodou HPLC/FLD.

Vzhledem k tomu, Ze soucasti postupu stanoveni PAH v olejich neni "klasicky" krok
extrakce, bylo by vhodné na zakladé této studie provést dalSi experimenty, jejichz
cilem by bylo zhodnoceni nejistoty analytického postupu, ktery v sobé zminény krok
extrakce analytu ze vzorku zahrnuje. V pfipadé zafazeni extrakce do analytického
postupu pravdépodobné dojde k narustu celkové nejistoty, pficemz extrakce by se na
této hodnoté ziejmé podilela nejvétsi mérou.

Tabulka X Nejistoty analytického postupu zjisténé postupem ,top down*

pramér| STD 2 «
PAH (ua/ka) | (ualka) RSD REC R R ¢é.std.
Phe 1953 | 2,51 0,13 1,17 | 0,999 | 0,999 | 0,009
Ant 1,69 0,25 0,15 1,14 | 0,999 | 0,999 | 0,013
Flt 34,59 | 2,01 0,06 1,00 | 0,999 | 0,999 | 0,007
Pyr 46,98 | 2,75 0,06 0,99 | 0,999 | 0,999 | 0,006
B[a]A 38,48 | 2,85 0,07 0,95 | 0,999 | 0,999 | 0,005
Chr 100,00 | 8,10 0,08 0,95 | 0,999 | 0,999 | 0,005
B[b]F 35,18 | 5,03 0,14 0,95 | 0,999 | 0,999 | 0,006
B[k]F 11,45 | 1,75 0,15 0,95 | 0,999 | 0,999 | 0,007
B[a]P 30,49 | 2,13 0,07 0,94 | 0,999 | 0,999 | 0,008
DB[ah]A | 3,29 0,61 0,19 0,95 | 0,999 | 0,999 | 0,031
B[ghi]P 34,52 | 4,25 0,12 0,95 | 0,999 | 0,999 | 0,018
[[cd]P 23,31 | 2,39 0,10 0,94 | 0,999 | 0,999 | 0,011
PAH UrsD uy Uc Uc U ) U Ly L,
(%) (%) (0) | (ug/kg) | (%) |(uglkg)|(ug/kg) | (u9/kg)
Phe 7,5 11,7 11,7 2,28 23,4 456 | 14,96 | 24,09
Ant 8,7 9,6 9,6 0,16 19,2 0,32 1,37 2,01
Flt 3,4 3,4 3,4 1,18 6,8 2,37 | 32,22 | 36,96
Pyr 3,4 3,5 3,5 1,62 7,0 3,24 | 43,74 | 50,22
B[a]A 4,3 4,5 4,5 1,74 9,0 3,48 | 35,00 | 41,96
Chr 47 49 4,9 4,90 9,8 9,81 | 90,19 | 109,81
B[b]F 8,3 8,4 8,4 2,95 16,8 590 | 29,28 | 41,07
B[K]F 8,9 9,0 9,0 1,03 18,0 2,06 9,38 | 13,51
B[a]P 41 4,4 4,4 1,35 8,8 2,70 | 27,80 | 33,19
DB[ah]A | 11,2 11,3 11,3 0,37 22,6 0,74 2,54 4,03
B[ghi]P 7,3 7,4 7,4 2,57 14,8 514 | 29,39 | 39,66
I[cd]P 6,0 6,2 6,2 1,45 12,4 2,90 | 20,40 | 26,21

Vysvétlivky:

prumér pruméma hodnota zjisténa analyzou oleje (n = 8)

STD standardni smérodatna odchylka
RSD relativni smérodatna odchylka (dlouhodoba opakovatelnost)
REC vytéznost Cisticiho kroku (GPC)

R? korelaéni koeficient zjistény z kalibrace
C.std. Cistota standardu (@), standardizovano pfepoctem z vyjadfeni v % podélenim 100
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Ustd
Ursp

Uc

L. L.

nejistota &istoty standardu zjisténa na zakladé vztahu u(x) = a/3
Ugg + nejistota primeéru z 8 opakovani

Ursp + nejistota systematické chyby odhadnuta z vyt&Znosti GPC na zakladg vztahu u = 0,5 x (1-REC)/ 13

uy + nejistota chyby odhadnuta z kalibraéniho grafu
roz§ifena nejistota, koeficient rozsifeni k = 2
meze intervalu spolehlivosti
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Tabulka X1 Jednotlivé piispévky pro vypocet celkové nejistoty postupem ,, bottom-up “

Egg?U?TJALYTICKEHO VLIV analyt |hodnota| jednotky | nejistota (%)
opakovatelnost (n = 10) 12 PAH 250 mg 0,05
1. Vazeni fesnost vazeni
(pl"'evzapto 2 kalibraéniho list) | 22 PAH | 250 mg 0,007*
opakovatelnost (n = 10) 12 PAH 10 ml 1,1
kalikarace odmérrjého skla 12 PAH 10 mi 0,001*
Doplnéni objemu do 10 ml (prevzato ,Od vyrczbce).
vliv teplotni roztaznosti
rozpoustédla 12 PAH 10 ml 0,2*
(22 + 2 °C), odhad pro chloroform
Phe 1,71 ng/ml 8,1
Ant 0,40 ng/ml 7,6
Flt 3,82 ng/ml 7,7
Pyr 4,24 ng/ml 8,3
Bla]A 2,05 ng/ml 6,2
opakovatelnost (n = 5) B([:S]:: ;gg :g;m: Zg
B[K]F 2,36 ng/ml 7,1
B[a]P 2,46 ng/ml 9,2
DB[ah]A 1,77 ng/ml 5,8
B[ghi]P 1,84 ng/ml 59
3. Precisténi extraktu I[cd]P 2,14 ng/ml 8,0
pomoci GPC Phe 117,0 % 4,0 **
Ant 114,0 % 2,9 **
Flt 100,2 % 0,1 **
Pyr 99,2 % 0,2 **
B[a]A 95,2 % 1,4 **
vytéznost (n = 5) Chr 95,2 % 14
B[b]F 95,3 % 1,4 *
B[K]F 94,8 % 1,6**
B[a]P 94,3 % 1,7 **
DB[ah]A 94,5 % 1,6 **
B[ghi]P 95,4 % 1,3**
I[cd]P 94,3 % 1,7 **
Phe 4,75 ng/ml 8,3
Ant 3,97 ng/ml 7,1
Flt 6,29 ng/ml 7,3
Pyr 6,35 ng/ml 6,9
B[a]A 1,60 ng/ml 6,2
opakovatelnost (n = 5) B(ft?]rF 258 28;2: gi
B[K]F 1,60 ng/ml 7,2
B[a]P 3,20 ng/ml 9,1
DB[ah]A 6,41 ng/ml 5,9
B[ghi]P 3,97 ng/ml 4,8
4.Zahusténi precisténych I[cd]P 3,98 ng/ml 8,2
extraktil na odparce Phe 95,2 % 1,4 **
Ant 86,1 % 4,0 **
Flt 104,0 % 1,2 **
Pyr 103,1 % 0,9 **
Bl[a]A 102,2 % 0,6 **
vteznost (n = 5) chr | 1018 | % 087
B[b]F 99,8 % 0,8 **
B[Kk]F 96,1 % 1,2 *
B[a]P 98,4 % 0,6 **
DB[ah]A 96,9 % 0,9 **
B[ghi]P 99,2 % 0,3 **
I[cd]P 96,3 % 1,2 **
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Tabulka X1 Jednotlivé piispévky pro vypocet celkové nejistoty postupem ,, bottom-up * -

pokracovani
gggruﬁtALYTICKEHO VLIV analyt | hodnota| jednotky | nejistota (%)
5. Pfrevedeni odparku do opakovatelnost (n = 10) 12 PAH 500 ul 0,5
acetonitrilu (pomocl kalibrace mikrodavkovace
m|kr9davkovace (pFevzato z kalibragniho listu) 12 PAH 500 ul 0,00007 *
Hamilton)
Phe 0,03 ug/ml 05*
Ant 0,01 ug/ml 0,7*
Flt 0,05 ug/ml 04*
*
6. Stanoveni PAH pomoci Pyt 0.055 pg/m 047
HPLC/FLD Bla]A 0,02 pg/ml 0,3
- standardni nejistota koncentrace Chr 0,02 pg/ml 0,3~
o koncentrace standardu B[b]F 0,025 pg/ml 03*
tandardu BLKIF 0,035 pg/ml 0,4*
stan Bla]P 0,04 ug/ml 0,5 *
DB[ah]A 0,11 pg/mi 1,8*
B[ghi]P 0,065 pg/ml 1,0~
I[cd]P 0,045 ug/ml 0,6*
e Fedéni standardi opakovatelnost (n = 10) 12 PAH 500 ul 0,5
pomoci mikroddvkovace kalibrace mikrodavkovace 12 PAH 500 ul 0,00007 *
Hamilton (pfevzato z kalibracniho listu)
o Fedéni standardii opakovatelnost (n = 10) 12 PAH 1 ml 0,3
.. kalibrace odmérného skla .
pomoci pipety (pfevzato od vyrobce) 12 PAH 1 ml 0,00004
opakovatelnost (n = 10) 12 PAH 10 ml 1,1
«  Fedéni standardu, k?ég;iizt%d&ewf:&j;la 12 PAH 10 ml 0,001 *
doplnéni objemu do 10 ml vliv teplotni roztaznosti rozpoustédia 12 PAH 10 | 0 1%
(22 £ 2 °C), odhad pro acetonitril m '
opakovatelnost (n = 10) 12 PAH 25 ml 0,4
e fedéni standardu, kalibrace odmémneho skia 12 PAH 25 ml 0,006 *
PR (pfevzato od vyrobce)
doplnéni objemu do 25 ml vliv teplotni roztaznosti rozpoustédla 12 PAH 25 | 01*
(22 + 2 °C), odhad pro acetonitril m ’
Phe 0,999 - 0,1
Ant 0,999 - 0,1
Flt 0,999 - 0,1
Pyr 0,999 - 0,1
B[aJA 0,999 - 0,1
. - L 2 Chr 0,999 - 0,1
o kalibrace koeficient linearni regrese R BIDJF 0.999 - 01
BIKIF 0,999 - 0,1
B[a]P 0,999 - 0,1
DB[ah]A 0,999 - 0,1
B[ghi]P 0,999 - 0,1
I[cd]P 0,999 - 0,1
Phe 13,68 ng/ml 2,6
Ant 3,16 ng/ml 2,2
Flt 30,56 ng/ml 2,0
Pyr 33,88 ng/ml 1,9
. B[a]A 16,36 ng/ml 1,7
p opakova}te[r)ost analyzy Chr 14,68 ng/ml 1,7
e analyza HPLC /FLD (objem n?rs]tgkluog:l odezva) BIOJF 16,68 ng/mi i5
BIK]F 18,88 ng/ml 15
B[a]P 19,64 ng/ml 1,5
DB[ah]A 14,16 ng/ml 1,6
B[ghi]P 14,72 ng/ml 1,5
I[cd]P 17,12 ng/ml 1,5

* hodnoty vypoétené z intervalového odhadu (rektangularni rozdéleni) podle vztahu u(x;) = a/v3
** hodnoty vypodtené podle vztahu u = 0,5 x (1-REC)/ 13
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Obr. 9: Obecné schéma vypoctu nejistoty postupem ,bottom-up“ (symbol ¢
predstavuje rozptyleni hodnot - sloZzené ze systematické a nahodné chyby -
jednotlivych krokd postupu)

Os

YV V V VY

CELKOVA NEJISTOTA
ucz - u12 + u22 + LI32 + u42 + u52 + u62

Tabulka XI11 Nejistoty analytického postupu zjisténé postupem ,,bottom up*

+
PAH Ue (%) ‘(’0/(03)
Phe 8.6 17,2
Ant 8,6 17,2
Fit 7.6 15,2
Pyr 8.1 16.2
BlalA 6.3 126
Chr 6.3 126
B[b]F 6.3 126
B[] 7.3 146
B[alP 9.3 186
DB[ah]A 6,4 12,8
BlghilP 5.4 108
[cd]P 8.3 16,6

Vysvétlivky:

Uc
U

celkova nejistota
rozSifena nejistota, koeficient rozSifeni k = 2
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Obr. 10: Prispévek dil€ich nejistot jednotlivych krok( postupu na celkové nejistoté
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\n 44%
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Obr. 11: Piispévek dil¢ich nejistot na celkové nejistoté kroku HPLC/FLD (ptiklad pro Phe)
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Priloha V
Navrhy postupt pfi intepretaci vysledku
Presentace na 3. metrologickém kongresu, Tel Aviv, Israel
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Interpretation of test results

Miloslav Suchanek (ICT Prague,CZ)
Piotr Robouch (EC-JRC-IRMM, Belgium)

Interpretation of measurement results

» |ILAC approach
« The Commission Decision
= Limit of Detection

Tel Aviv, November 2006

Fundamental assumptions of any data interpretations:

1. Measurement procedure (method) is validated
2. Proven traceability of results to stated reference
3. Proper uncertainty budget

Tel Aviv, November 2006
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Acce'pted
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NO-—» Rejected

Decision rules

JLAC rule (ILAC-G8:1996), agreement with ISO 10576-1:2003
L — maximal limit,

u — combined uncertainty (of result)

o - significant level; ,error* of 15t kind

DL, - (auxiliary) lower decision limit DLs = L — k,, *u

DL, — (auxiliary) upper decision limit DL, = L + k, *u

for a.= 0.05 (5 %), k, = 1.64
DL =L - 1.64%u
DL, = L + 1.64*u
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04 Limit —— My Resutts
03 —— Legal Limit
02 L —=)> certalnly bellow
0.1 N a=5%
0 s ! 5 moke
40 45 50 85 60

— %
> certalinly above

mgkg

60
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Measurement result with Measurement result with
95% probability below limit 95% probability over limit

5% u u
5%
I
1

results —
L-1.64"u L+1.64*u

acceptance area  ; grey zone ?
7/~

e -

rejection area

u s the procedure characterization!

goto XLS
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2. ,EU" rule (Commission decision 2002/657/EC) . .
CC_ response with a given a-error (1%) a 50 % of p-error
CC, response with a very small a- error and given p-error (5%)
Definitions:
Alpha () enor means the probability that tested sample is truly | measurement on the level L ! |
compliant, even though a non-compliant measurement has been obtained
(false non-compliant decision)
Beta () enor means the probability that the tested sample is truly Measurement uncertainty = SD of within laboratory reproducibility
non-compliant, even though a compliant measurement has been obtained
(false compliant decision)
Different methodology for substances:
- with no established permitted limit
- with established permitted limit
Tel Aviv, November 2006 9
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DL=L+k,*u;
where (a, k,)=(5%, 1.64); (1%, 2.33); (0.1 %, 3.08)
0.4 Limit ——My Results
specification area Legal Limit
E 0.3 A
0.2 4
0.1 4 DL =CCa
I a=1%
0 : P m ok
Result < DL & certainly net above
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Example: Alcohol content in Blood (in Sweden)

= Legislative timit, L = 0,2 mg/kg
» False positive error of 0.1% (= @)

= Measurement uncertainty in the vicinity of timit estimated as
u = 0.0065 mg/kg.

= DL = 0.2 + 3.09*0.0065 = 0.22 mg/kg
Interpretation:

Blood sample with alcohol content < 0,22 mg/kg
is classified as compliant.
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Measurement capability of the method (limit of
detection, LOD)

is defined as the lowest quantity (content, concentration) of
substance, which can be detected, identified or determined
in the sample (matrix!) with a given p-error

alternative wording: with (1 - B) probability the
measurement procedure is able to confirm the presence of
substance in the sample

Limit of detection characterises the
method with measurement capability
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Ci ion of signals to ation in the very low
range of concentrations

10 - 5
3
- 5
o8 Working range i @ LoD [Y=hy+by'e
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T
S
» 04 | 0 -
0s Lop Loa 0 Concentration
- e « Linear range
0 T 7 T T T 1
oo i 06 08 1-0 12
Concentration
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i Measurement capability, LOD
™ Sangie
08 ~
o ==> [ can quantly
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02 @0 64" Sy ‘ 164y, / \__
5 \
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== [ see notfhin Yotonk e
9 .. in the signal domain
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goto XLS
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The evaluation of detection capability consists of five steps:
« Choice of a priori probabitities e@and g (usually e =p=5%)

« Estimation of measurement uncertainty of procedural
blank; usually substituted by standard deviation of
repeatability or reproducibility, s,

« Calculation of DL (signal domain):
DL = Yjanc + 1.64%8,0

« Calculation of LOD in signal domain:
LOD =Yy +2*1.64 %5,

« Conversion of LOD in signal units into concentration
(content) units with the use of calibration equation
constructed in the vicinity of LOD
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171



