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Uvod

Akreditacia skasobnych laboratorii znamena preuka-
zat’ zhodu s poziadavkami eurdpskej normy EN ISO/IEC
17025:2005, ktora bola v priebehu roka 2005 vydana
v Slovenskej republike vo forme narodnej normy s identic-
kym obsahom. Tato norma stanovuje vSeobecné poziadav-
ky na sposobilost’ vykonavat’ skusky alebo kalibracie vra-
tane vzorkovania. Popisuje poZiadavky na sktSanie a ka-
libracie, ktoré sa vykonavajii pouzitim normalizovanych
metdd, nenormalizovanych metdéd a metdéd vyvinutych
laboratoriom. V technickych poziadavkach normy st popi-
sané poziadavky na skiiSobné a kalibracné metddy a vali-
daciu metod. Podl'a normy STN EN ISO/IEC 17025:2005
(cit.") validécia je potvrdenie preskimanim a podanim
objektivnych dokazov, ze poziadavky, ktoré sa kladi na
uvazované Specifické pouzitie, st splnené, a musi byt’ taka
rozsiahla, kolko treba na splnenie poziadaviek daného
pouzitia alebo oblasti pouzivania. Citovana norma striktne
neurcuje rozsah a formu validacie, tito ulohu nechéva na
laboratoria, ktoré metody navrhuju, vyvijaja, modifikujua,
resp. pouzivaju vo svojich S$pecifickych podmienkach.
Valid4cia mé4 byt’ taka rozsiahla, aby vysledky skuSania
validovanymi metédami zodpovedali potrebam zakazni-
kov. Odporucaju sa rozne techniky alebo ich kombin4cia:
—  kalibracia pouzitim referencnych etaléonov alebo refe-

ren¢nych materilov,

— porovnanie s vysledkami dosiahnutymi inymi metoda-

mi,

— medzilaboratorne porovnania,
—  systematické postudenie faktorov ovplyviiujicich vy-
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sledok,

— posudenie neistoty vysledkov zalozené na vedeckej
znalosti teoretickych zakladov metoédy a na praktic-
kych skusenostiach.

Validacia metddy v praxi znamena aj to, ze vysledky
analyz, ziskané pocas validacie, sa musia podrobit’ Statis-
tickej analyze. Na hodnotenie nameranych dat v skiSob-
nych laboratdriach uz v sti¢asnej dobe existuje bohata po-
nuka profesionalnych pocitacovych programov. Pre skuse-
ného uzivatela tieto komeréné programy davaja Siroku
moznost’ Statistického hodnotenia vysledkov. Pre skusobné
laboratoria je Casto vyhodné mat’ metddy, vytvorené pre
konkrétne potreby laboratéria, ktoré moézu vyuzivat bez
Specialneho vzdelania v oblasti Statistiky.

Ciel'om predloZenej prace bolo stanovit’ vybrané vali-
dacné charakteristiky analytickej metody stanovenia kad-
mia metdodou AAS v rastlinnom materiali pomocou Statis-
tickej metody vytvorenej vo vlastnych laboratériach
v programe Excel.

Experimentalna cast’
Pouzité pristroje a zariadenia

— Na stanovenie kadmia sa pouzil atbmovy absorpény
spektrofotometer SpectrAA—200 fy. Varian, Australia.
Merania sa uskuto¢nili vyuzitim techniky elektroter-
mickej atomizacie s deutériovou kompenzaciou poza-
dia s modulom GTA-100,

— mineraliza¢ny autoklav ZA-1.
Chemikalie a reagenty

— kyselina dusi¢na, suprapur, Merck

— peroxid vodika p.a. Merck s certifikatom

— pouzity Standard na zostrojenie kalibracnej zavislosti:
Cadmium standard solution, koncentracia 0,0015 mg I,
dodévatel’ Merck. Pracovné roztoky sa pripravili rie-
denim zakladného roztoku v 1% (v/v) roztoku HNOs,
pouzity referenény materidl na overenie spravnosti
metddy: Standard Reference Material N 1570a, Trace
Elements in Spinach Leaves, NIST USA, dodéavatel’
Chemmea s.r.o. Bratislava, obsah Se je 2,89 + 1,0
mg kg™

— deionizovana voda

Podmienky merania
Pri pouziti elektrotermickej atomizacie sa na meranie

pouzila katodova kadmiova vybojka, prad na lampe
10 mA, vilnova dlzka 228,8 nm, Sirka Strbiny 1,0 nm,

* Sona Fandlyova sa s touto pracou Uspesne zicastnila stitaze o cenu firmy Merck 2006 za najlepsiu Studentsku vedecku pracu v odbore

analyticka chémia.
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s deutériovou kompenzéciou pozadia. Davkovany objem
vzorky 10 ul. Pouzit¢ modifikatory: 1% H;PO4
v davkovanom objeme 10 pl. Pre vyhodnotenie vysledkov
sa pouzila metdda kalibracnej krivky.

Validacia metddy

Validécia sa uskutocnila Statistickou analyzou name-
ranych dat pre nasledovné parametre’: presnost’ metody —
ako opakovatelnost, vyjadrent relativnou smerodajnou
odchylkou; spravnost’ metody — analyzou matricovych
referencnych materidlov (RM). Ako RM sa pouzil: Stan-
dard Reference Material N 1570a, Trace Elements in Spi-
nach Leaves, USA; linearita metddy v oblasti oCakavanych
koncentracii z kalibracnej zavislosti podl'a rovnomernosti
narastu relativnej odozvy pristroja k prislusnym koncentra-
ciam; limitné hodnoty analytickej metody — medza dokazu
(LOD), medza stanovitel'nosti (LOQ) zo zistenej kalibrac-
nej zavislosti y = 77,1 - x — 0,012 metédou ULA (cit.®);
neistota analytickej metody, vyjadrena ako rozsirena kom-
binovand neistota pomocou pocitaového programu
Metro2003, verzia: 3.02 (cit.*). Na pracovisku autorov boli
vytvorené také vypoctové tabul’ky v programe Excel, ktoré
umoznia jednozna¢né hodnotenie nameranych dat podla
konkrétnych poziadaviek laboratoria na validaciu metody”.
Vypoctové tabulky umoziuju vypocet a hodnotenie name-
ranych dat so slovnym hodnotenim plnenia poziadavky na
jednotlivé validacné charakteristiky tak, aby dali jedno-
zna¢nu odpoved uzivatelovi o d’alSej nutnej Cinnosti. Pos-
tup jednotlivych krokov vypoctu sledovanych valida¢nych
charakteristik je popisany v publikovane;j literatiire autorov
&lanku®.

Analyzovany material

Na analyzy sa pouzili vzorky susenej mrkvy. Vzorky
mrkvy sa odoberali z vyskumnych policok Vyskumného
ustavu zeleninarskeho v Novych Zamkoch, vo faze zberu
po aplikdcii remediacnej techniky pomocou rdznych ad-
sorbentov.

Spracovanie vzoriek

Vzorky konzumnej ¢asti mrkvy po oCisteni sa zhomo-
genizovali a pouzili na mineralizaciu, resp. na pripravu
susiny.

Susina sa pripravila suSenim cerstvych homogenizo-
vanych vzoriek v susiarni pri teplote 105 °C.

Mineralizacia vzoriek: 1 g navazku susiny mrkvy po
homogenizacii v trecej porcelanovej miske sa priamo
navazovala do mineralizatnych autoklavov typu ZA-1.
K navazenym vzorkam su$iny sa pridal na zvlhéenie 1 ml
deionizovanej vody. Ku vzorkdm sa pridalo 5 ml konc.
HNO; a 2 ml H,O,. Vzorky sa uzavreli do kovovych plas-
tov mineralizacnych autoklavov a mineralizovali sa
v horkovzdusnych sterilizatoroch v trvani 120 min pri
teplote 140 °C.

Uprava mineralizatov pre ETA-AAS: Po vychladnuti
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mineralizacnych autoklavov sa mineralizaty kvantitativne
preniesli do 25 ml odmernych baniek a doplnili deionizo-
vanou vodou po rysku.

Vysledky a diskusia

Rozne zeleninové druhy predstavuju matricu, ktora
nie je mozné priamo bez Upravy vzorky analyzovat’ a ktora
tzv. matricovym efektom vyznamne méze ovplyvnit’ prie-
beh analyzy. Nakol'ko sa jedna o stanovenie nizkych kon-
centracii sledovanej latky, bolo treba pouzit metddu
s vysokou citlivostou.

Moderné pristroje AAS su vybavené technikou linear-
nej kalibracie s pociatkom v bode 0, ako aj s nenulovym
usekom, pricom sa pracuje v ,normalnom kalibra¢nom
mode” s kalibraciou vo vodnych roztokoch. Predpokladom
pouzitia tejto techniky je, ze metdda musi mat’ pozadovanti
vytaznost’ a vplyv matrice na vysledok merania musi byt’
maly’.

Porovnanim kalibracnych zavislosti vodnych rozto-
kov a mineralizatov so Standardnym pridavkom kadmia sa
zistilo, ze metdéda ETA-AAS davala len o malo odlisnu
smernicu zavislosti, ¢o poukazuje na maly vplyv matrice
na vytaznost’ stanovenia vzoriek zelenin.

Moznost stanovenia realnych koncentracii Cd
v analyzovanych vzorkach sa sledovala porovnavanim
vysledkov merani slepych vzoriek s vysledkami merani
redlnych vzoriek. Merania sa vykonali sériami analyz sle-
pych vzoriek a vzoriek mrkvy celym analytickym postu-
pom vratane mineralizacie technikou ETA-AAS. Absor-
bancia merania slepych vzorieck na AAS sa porovnala
s hodnotami absorbancie vzoriek mrkvy (tab.I). Z vys-
ledkov merani vyplyva jednoznacna apo analyze série

Tabul’ka I
Porovnanie absorbancie merania slepych vzoriek a vzoriek
mrkvy

Vzorka Absorbancia
slepé vzorky mrkva
1 0,0005 0,0020
2 0,0006 0,0021
3 0,0005 0,0023
4 0,0008 0,0022
5 0,0009 0,0021
6 0,0004 0,0019
7 0,0008 0,0020
8 0,0007 0,0021
9 0,0008 0,0021
10 0,0009 0,0021
11 0,0006 0,0023
12 0,0005 0,0020
Smerodajna odchylka 0,00017 0,00011
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Tabul’ka IT
Hodnotenie opakovatelnosti metddy stanovenia Cd v mo-
delovych vodnych roztokoch
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referenéného materialu sa dokazalo, ze sledovana metoda
pracuje s velmi dobrou vytaznostou, pri¢om relativny
rozptyl vysledkov okolo spravnej hodnoty je maly
(tab. III).

Kadmium ako kontaminant, je pritomné v beznych
vzorkach rastlinného materialu v relativne malom mnozstve,
¢o predurcuje na jeho stanovenie pouzit’ metddu, ktorou je
mozné jeho nizke koncentracie bezpecne stanovit. Ako vy-
plyva z vysledkov analyzy v tab. IV, medza stanovenia je
0,27 pg "' kym medza dokazu je 0,090 ug I!, ¢o v prepocte
na navazok vzorky v mnozstve 1 g pre medzu stanovania
je 6,8 pg kg™, pre medzu dokazu 2,3 pgkg™'. Tieto hod-
noty davaju istotu, ze hodnoty kadmia, ktoré sa vyskytuju
v stanovovanych vzorkach, sa mézu bezpecne stanovovat'.

Tabulka IV
Vypocet detekénych limitov stanovenia z kalibracnej za-
vislosti

Hodnotenie posunu kalibracného vztahu v kalibracnej
zavislosti®

m, 1 mg’1 77,01

b -0,012
Ho: b=0 Hi:b#0
tyyp 5,5

birit 2,1

Vypocet medze dokazu a medze stanovenia z kalibracnej
zavislosti®

kp (n=2; 0,05) 2,15

sy 0,0035
- 0,021
LOD, ug 1™ 0,090
LOQ, pg ™ 0,27

Poradové Merana hodnota
&islo merania [mg 1]

1 0,2213

2 0,2310

3 0,2180

4 0,2223

5 0,2438

6 0,2298

7 0,2480

8 0,2448

9 0,2446
10 0,2338
Parameter Hodnota
Aritmeticky priemer, mg ! X 0,234
Smerodajna odchylka, mg 1" s 0,011
Vyberovy variaény koeficient, _ 4,73
% sg =100.s/ x
Tabulka III
Hodnotenie spravnosti metddy stanovenia Cd
v referenénom materiali
Poradové Referencna Stanovena  Vytaznost
Cislo hodnota hodnota [%]
merania [mg kg™'] [mg 1]

1 2,90 100,3

2 2,89 2,70 93,4

3 3,01 104,2
Parameter Hodnota
Aritmeticky priemer, mg 1! T 99,31
Smerodajna odchylka, mg 1™ s 0,157
Vyberovy variacny 5,48

koeficient, % sg=100.5/ X

vzoriek bezpecnd rozliSitelnost’ absorbancie slepych vzo-
riek od absorbancie vzoriek mrkvy. Znamena to, Ze meto-
da moéZe byt UspeSne pouzitd aj na stanovenie nizkych
koncentracii Cd v mrkve.

Validita metddy sa overila analyzou redlnych vzoriek.

Analyzou série vzoriek v podmienkach opakovatel-
nosti sa vypocitala opakovatel'nost’ metddy. Vypocitany
vyberovy variany koeficient merania je 4,73 % (tab. II),
¢o je nizSia hodnota ako kladena poziadavka. Analyzou

* Absorbancia = f (¢), priGom ¢ je koncentracia [mg 1],
podla hodnotenia kalibracnej zavislosti plati kalibracny
model: y = m-x + b; "najvicsi dovoleny posun regresnej
priamky

Tabulka V

Vypocet kombinovanej neistoty metody

Parameter Hodnota
Stanovovana veli¢ina Cd
Stanovena hodnota, ug kg™ 16,0
Kombinovana $tandardna neistota, pug kg™ 2,1
Rozsirena $tandardna neistota, pg kg™ +4,7
Expanzny koeficient 2,26
Pravdepodobnost’ 95%
Pocet stupnov volnosti 9
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Tabul’ka VI
Hodnotenie sledovanych valida¢nych charakteristik metody
Valida¢né charakteristiky Hodnota
poziadavka namerané plnenie

Medza detekcie, ug 1! LOD < 0,1 0,090 splnena
Medza stanovenia, pug 1™ LOQ <0,30 0,27 splnena
Horna hranica rozsahu merania, pg I min. 1000 1300 splnend
Opakovatel'nost’ metody, % sg < 10,0 4,7 splnena
Kalibra¢ny graf :

— linearita, % Apre 1200 11,7-17,3 splnena

— spol’ahlivost’ regresie, % Sy rel ®<10,00 2,9 splnend
Spravnost’ metody, % 100 + 10,0 101,7 splnena
Kombinovana §tandardna neistota, % u, < 30,0 293 splnena

 Maximalna dovolena odchylka od priemernej relativnej odozvy; ° relativna rezidualna smerodajna odchylka

Tato skutocnost’ sa dokazala aj porovnanim absorbancii
sledovanych slepych vzoriek a vzoriek mineralizatov mrk-
vy, ktor¢ st uvedené v tab. 1.

Vypocet kombinovanej Standardnej neistoty metody
vyzaduje odhalit’ vSetky zdroje neistoty pocas celého ana-
Iytického procesu. Pouzity vypoctovy program na zaklade
vypoctového vzorca stanovovaného analytu zostroji Ishi-
kawov diagram, pomocou ktorého su jednotlivé neistoty
priradované k vysledku stanovenia. Vysledkom vypoctu je
kombinovana Standardna neistota, ktort1 uvadza tab. V.

Vsetky vypocitané a jednotlivo hodnotené validacné
charakteristiky sa premietli do sthrnnej tabulky
v programe Excel, v ktorej sa na zaklade vysledkov hod-
notenia jednotlivych validacnych charakteristik hodnotila
validacia ako celok®. Z dosiahnutych vysledkov validacie
(tab. VI) vyplyva, Ze metdédu mozno UspeSne pouzivat’ na
analyzu sledovanych vzoriek.

Zaver

Vypoctom sledované valida¢né charakteristiky stano-
venia kadmia metodou ETA-AAS, pocitané vo vypocto-
vych tabulkach v programe Excel dokazuji, Ze metdda sa
vyznacuje s pozadovanou hodnotou opakovatelnosti
a spravnosti, linearita merania je zabezpeCend v celom
rozsahu kalibracie. Po vypocitani detekénych limitov me-
tody je zrejmé, ze obsah kadmia, ktory sa vyskytuje
v stanovovanych vzorkdch rastlinného pdvodu, sa moze
bezpecne stanovovat. Vypocitana kombinovana neistota
merania v sledovanom koncentracnom rozsahu zodpoveda
poziadavkam kladenym na metodu.
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S. Fandlyova®, O. Hegediis™”, and A. Hegediisova®
(“ Department of Chemistry, Constantine the Philosopher
University in Nitra, " Regional Authority of Public Health,
Nitra, Slovak Republic): Validation of ETA-AAS Met-
hod of Cadmium Determination

An ETA (electrothermal atomization)-AAS method of
Cd determination in plants was validated by determining
its accuracy (under repeatability conditions), trueness,
calibration curve and linearity, limit of detection, limit of
determination and combined standard uncertainty. The
results showed that the method is suitable for the determi-
nation of low cadmium contents in vegetables.



