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sledok, 
− posúdenie neistoty výsledkov zalo�ené na vedeckej 

znalosti teoretických základov metódy a na praktic-
kých skúsenostiach.  
Validácia metódy v praxi znamená aj to, �e výsledky 

analýz, získané počas validácie, sa musia podrobiť �tatis-
tickej analýze. Na hodnotenie nameraných dát v skú�ob-
ných laboratóriách u� v súčasnej dobe existuje bohatá po-
nuka profesionálnych počítačových programov. Pre skúse-
ného u�ívateľa tieto komerčné programy dávajú �irokú 
mo�nosť �tatistického hodnotenia výsledkov. Pre skú�obné 
laboratória je často výhodné mať metódy, vytvorené pre 
konkrétne potreby laboratória, ktoré mô�u vyu�ívať bez 
�peciálneho vzdelania v oblasti �tatistiky. 

Cieľom predlo�enej práce bolo stanoviť vybrané vali-
dačné charakteristiky analytickej metódy stanovenia kad-
mia metódou AAS v rastlinnom materiáli pomocou �tatis-
tickej metódy vytvorenej vo vlastných laboratóriách 
v programe Excel. 

 
 

Experimentálna časť 
 
P o u � i t é  p r í s t r o j e  a  z a r i a d e n i a  

 
− Na stanovenie kadmia  sa pou�il atómový absorpčný 

spektrofotometer SpectrAA�200 fy. Varian, Australia. 
Merania sa uskutočnili  vyu�itím techniky elektroter-
mickej atomizácie s deutériovou kompenzáciou poza-
dia s modulom GTA-100, 

− mineralizačný autokláv ZA-1. 
 
C h e m i k á l i e  a  r e a g e n t y  
 
− kyselina dusičná, suprapur, Merck 
− peroxid vodíka p.a. Merck s certifikátom 
− pou�itý �tandard na zostrojenie kalibračnej závislosti: 

Cadmium standard solution, koncentrácia 0,0015 mg l−1, 
dodávateľ Merck. Pracovné roztoky sa pripravili rie-
dením základného roztoku v 1% (v/v) roztoku HNO3. 

−
 pou�itý referenčný materiál na overenie správnosti 

metódy: Standard Reference Material N 1570a, Trace 
Elements in Spinach Leaves, NIST USA, dodávateľ 
Chemmea s.r.o. Bratislava, obsah Se je 2,89 ± 1,0 
mg kg−1 

− deionizovaná voda 
 

P o d m i e n k y  m e r a n i a  
 
Pri pou�ití elektrotermickej atomizácie sa na meranie 

pou�ila katódová kadmiová výbojka, prúd na lampe 
10 mA, vlnová dĺ�ka 228,8 nm, �írka �trbiny 1,0 nm, 
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Úvod 

 
Akreditácia skú�obných laboratórií znamená preuká-

zať zhodu s po�iadavkami európskej normy EN ISO/IEC 
17025:2005, ktorá bola v priebehu roka 2005 vydaná 
v Slovenskej republike vo forme národnej normy s identic-
kým obsahom. Táto norma stanovuje v�eobecné po�iadav-
ky na spôsobilosť vykonávať skú�ky alebo kalibrácie vrá-
tane vzorkovania. Popisuje po�iadavky na skú�anie a ka-
librácie, ktoré sa vykonávajú pou�itím normalizovaných 
metód, nenormalizovaných metód a metód vyvinutých 
laboratóriom. V technických po�iadavkách normy sú popí-
sané po�iadavky na skú�obné a kalibračné metódy a vali-
dáciu metód. Podľa normy STN EN ISO/IEC 17025:2005 
(cit.1) validácia je potvrdenie preskúmaním a podaním 
objektívnych dôkazov, �e po�iadavky, ktoré sa kladú na 
uva�ované �pecifické pou�itie, sú splnené, a musí byť taká 
rozsiahla, koľko treba na splnenie po�iadaviek daného 
pou�itia alebo oblasti pou�ívania. Citovaná norma striktne 
neurčuje rozsah a formu validácie, túto úlohu necháva na 
laboratória, ktoré metódy navrhujú, vyvíjajú, modifikujú, 
resp. pou�ívajú vo svojich �pecifických podmienkach. 
Validácia má byť taká rozsiahla, aby výsledky skú�ania 
validovanými metódami zodpovedali potrebám zákazní-
kov. Odporúčajú sa rôzne techniky alebo ich kombinácia:  
− kalibrácia pou�itím referenčných etalónov alebo refe-

renčných materiálov, 
− porovnanie s výsledkami dosiahnutými inými metóda-

mi, 
− medzilaboratórne porovnania, 
− systematické posúdenie faktorov ovplyvňujúcich vý-

* Soňa Fándlyová  sa s touto prácou úspe�ne zúčastnila súťa�e o cenu firmy Merck 2006 za najlep�iu �tudentskú vedeckú prácu v odbore 
analytická chémia.  
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s deutériovou kompenzáciou pozadia. Dávkovaný objem 
vzorky 10 µl. Pou�ité modifikátory: 1% H3PO4  
v dávkovanom objeme 10 µl. Pre vyhodnotenie výsledkov 
sa pou�ila metóda kalibračnej krivky.  

 
V a l i d á c i a  m e t ó d y    

 
Validácia sa uskutočnila �tatistickou analýzou name-

raných dát pre nasledovné parametre2: presnosť metódy � 
ako opakovateľnosť, vyjadrenú relatívnou smerodajnou 
odchýlkou; správnosť metódy � analýzou matricových 
referenčných materiálov (RM). Ako RM sa pou�il: Stan-
dard Reference Material N 1570a, Trace Elements in Spi-
nach Leaves, USA; linearita metódy v oblasti očakávaných 
koncentrácií z kalibračnej závislosti podľa rovnomernosti 
nárastu relatívnej odozvy prístroja k príslu�ným koncentrá-
ciám; limitné hodnoty analytickej metódy − medza dôkazu 
(LOD), medza stanoviteľnosti (LOQ) zo zistenej kalibrač-
nej závislosti y = 77,1 ⋅ x � 0,012 metódou ULA (cit.3); 
neistota analytickej metódy, vyjadrená ako roz�írená kom-
binovaná neistota pomocou počítačového programu 
Metro2003, verzia: 3.02 (cit.4). Na pracovisku autorov boli 
vytvorené také výpočtové tabuľky v programe Excel, ktoré 
umo�nia jednoznačné hodnotenie nameraných dát podľa 
konkrétnych po�iadaviek laboratória na validáciu metódy5. 
Výpočtové tabuľky umo�ňujú výpočet a hodnotenie name-
raných dát so slovným hodnotením plnenia po�iadavky na 
jednotlivé validačné charakteristiky tak, aby dali jedno-
značnú odpoveď u�ívateľovi o ďal�ej nutnej činnosti. Pos-
tup jednotlivých krokov výpočtu sledovaných validačných 
charakteristík je popísaný v publikovanej literatúre autorov 
článku6. 

 
A n a l y z o v a n ý  m a t e r i á l  

 
Na analýzy sa pou�ili vzorky su�enej mrkvy. Vzorky 

mrkvy sa odoberali z výskumných políčok Výskumného 
ústavu zeleninárskeho v Nových Zámkoch, vo fáze zberu 
po aplikácii remediačnej techniky pomocou rôznych ad-
sorbentov.  

 
S p r a c o v a n i e  v z o r i e k   

 
Vzorky konzumnej časti mrkvy po očistení sa zhomo-

genizovali a pou�ili na mineralizáciu, resp. na prípravu 
su�iny.  

Su�ina sa pripravila su�ením čerstvých homogenizo-
vaných vzoriek v su�iarni pri teplote 105 °C. 

Mineralizácia  vzoriek: 1 g náva�ku su�iny mrkvy po 
homogenizácii v trecej porcelánovej miske sa  priamo 
nava�ovala do mineralizačných autoklávov typu ZA-1. 
K navá�eným vzorkám su�iny sa pridal na zvlhčenie 1 ml 
deionizovanej vody. Ku vzorkám sa pridalo 5 ml konc. 
HNO3 a 2 ml H2O2. Vzorky sa uzavreli do kovových plá�-
ťov mineralizačných autoklávov a mineralizovali sa 
v horkovzdu�ných sterilizátoroch v trvaní 120 min pri 
teplote 140 °C.  

Úprava mineralizátov pre ETA-AAS: Po vychladnutí 

mineralizačných autoklávov sa mineralizáty kvantitatívne 
preniesli do 25 ml odmerných baniek a doplnili deionizo-
vanou vodou po rysku. 

 
 

Výsledky a diskusia 
 
Rôzne zeleninové druhy predstavujú matricu, ktorú 

nie je mo�né priamo bez úpravy vzorky analyzovať a ktorá 
tzv. matricovým efektom významne mô�e ovplyvniť prie-
beh analýzy. Nakoľko sa jedná o stanovenie nízkych kon-
centrácií sledovanej látky, bolo treba pou�iť metódu 
s vysokou citlivosťou.  

Moderné prístroje AAS sú vybavené technikou lineár-
nej kalibrácie s počiatkom v bode 0, ako aj s nenulovým 
úsekom, pričom sa pracuje v �normálnom kalibračnom 
móde� s kalibráciou vo vodných roztokoch. Predpokladom 
pou�itia tejto techniky je, �e metóda musí mať po�adovanú 
výťa�nosť a vplyv matrice na výsledok merania musí byť 
malý7.  

Porovnaním kalibračných závislostí vodných rozto-
kov a mineralizátov so �tandardným prídavkom kadmia sa 
zistilo, �e metóda ETA-AAS dávala len o málo odli�nú 
smernicu závislosti, čo poukazuje na malý vplyv matrice 
na výťa�nosť stanovenia vzoriek zelenín.  

Mo�nosť stanovenia reálnych koncentrácií Cd 
v analyzovaných vzorkách sa sledovala porovnávaním 
výsledkov meraní slepých vzoriek s výsledkami meraní 
reálnych vzoriek. Merania sa vykonali sériami analýz sle-
pých vzoriek a vzoriek mrkvy celým analytickým postu-
pom vrátane mineralizácie technikou ETA-AAS. Absor-
bancia merania slepých vzoriek na AAS sa porovnala 
s hodnotami absorbancie vzoriek mrkvy (tab. I). Z výs-
ledkov meraní vyplýva jednoznačná a po analýze série 

Tabuľka I 
Porovnanie absorbancie merania slepých vzoriek a vzoriek 
mrkvy 

 Vzorka 
  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 

Smerodajná odchýlka 0,00017 0,00011 

Absorbancia  
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vzoriek bezpečná rozlí�iteľnosť absorbancie slepých vzo-
riek od absorbancie vzoriek mrkvy. Znamená to, �e metó-
da mô�e byť úspe�ne pou�itá aj na stanovenie nízkych 
koncentrácií Cd v mrkve. 

Validita metódy sa overila analýzou reálnych vzoriek. 
Analýzou série vzoriek v podmienkach opakovateľ-

nosti sa vypočítala opakovateľnosť metódy. Vypočítaný 
výberový variačný koeficient merania je 4,73 % (tab. II), 
čo je ni��ia hodnota ako kladená po�iadavka. Analýzou 

referenčného materiálu sa dokázalo, �e sledovaná metóda 
pracuje s veľmi dobrou výťa�nosťou, pričom relatívny 
rozptyl výsledkov okolo správnej hodnoty je malý 
(tab. III). 

Kadmium ako kontaminant, je prítomné v be�ných 
vzorkách rastlinného materiálu v relatívne malom mno�stve, 
čo predurčuje na jeho stanovenie pou�iť metódu, ktorou je 
mo�né jeho nízke koncentrácie bezpečne stanoviť. Ako vy-
plýva z výsledkov analýzy v tab. IV, medza stanovenia je 
0,27 µg l−1

, kým medza dôkazu je 0,090 µg l−1, čo v prepočte 
na náva�ok vzorky v mno�stve 1 g pre medzu stanovania 
je 6,8 µg kg−1, pre medzu dôkazu 2,3 µg kg−1. Tieto hod-
noty dávajú istotu, �e hodnoty kadmia, ktoré sa vyskytujú 
v stanovovaných vzorkách, sa mô�u bezpečne stanovovať. 

Tabuľka II 
Hodnotenie opakovateľnosti metódy stanovenia Cd v mo-
delových vodných roztokoch 

Poradové 
číslo merania 

Meraná hodnota 
[mg l−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 
Aritmetický priemer, mg l−1  

 x 0,234 

Smerodajná odchýlka, mg l−1  s 0,011 
Výberový variačný koeficient,  
%  

 
sR =100.s / 

4,73 

Hodnota 

x

Tabuľka III 
Hodnotenie správnosti metódy stanovenia Cd 
v referenčnom materiáli 

Poradové 
číslo  
merania 

Referenčná 
hodnota 

[mg kg−1] 

Stanovená  
hodnota 
[mg l−1] 

Výťa�nosť
[%] 

1  2,90 100,3 
2 2,89 2,70 93,4 
3  3,01 104,2 

Parameter Hodnota 
Aritmetický priemer, mg l−1  

 x 99,31 

Smerodajná odchýlka, mg l−1  s 0,157 
Výberový variačný  
koeficient,  %  

 
sR =100.s / 

5,48 
x

Tabuľka IV 
Výpočet detekčných limitov stanovenia z kalibračnej zá-
vislosti 

Hodnotenie posunu kalibračného vzťahu v kalibračnej 
závislosti a  
m,  l mg−1 77,01 
b −0,012 
H0: b = 0 H1: b ≠ 0 
tvyp 5,5 
tkrit 2,1 

kD (n−2; 0,05) 2,15 
sy 0,0035 
bmax 

b 0,021 
LOD, µg l−1 0,090 
LOQ, µg l−1 0,27 

Výpočet medze dôkazu a medze stanovenia z kalibračnej 
závislosti a   

a Absorbancia = f (c), pričom c je koncentrácia [mg l−1], 
podľa hodnotenia kalibračnej závislosti platí kalibračný 
model:  y = m⋅ x + b; b najväč�í dovolený posun regresnej 
priamky 

Tabuľka V 
Výpočet kombinovanej neistoty metódy 

Parameter Hodnota 
Stanovovaná veličina Cd 
Stanovená hodnota, µg kg−1 16,0 
Kombinovaná �tandardná neistota, µg kg−1 2,1 
Roz�írená �tandardná neistota, µg kg−1 ± 4,7 
Expanzný koeficient 2,26 
Pravdepodobnosť 95% 
Počet stupňov voľnosti 9 
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Táto skutočnosť sa dokázala aj porovnaním absorbancií 
sledovaných slepých vzoriek a vzoriek mineralizátov mrk-
vy, ktoré sú uvedené v tab. I. 

Výpočet kombinovanej �tandardnej neistoty metódy 
vy�aduje odhaliť v�etky zdroje neistoty počas celého ana-
lytického procesu. Pou�itý výpočtový program na základe 
výpočtového vzorca stanovovaného analytu zostrojí Ishi-
kawov diagram, pomocou ktorého sú jednotlivé neistoty 
priraďované k výsledku stanovenia. Výsledkom výpočtu je 
kombinovaná �tandardná neistota, ktorú uvádza tab. V.  

V�etky vypočítané a jednotlivo hodnotené validačné 
charakteristiky sa premietli do súhrnnej tabuľky 
v programe Excel, v ktorej sa na základe výsledkov hod-
notenia jednotlivých validačných charakteristík hodnotila 
validácia ako celok5. Z dosiahnutých výsledkov validácie 
(tab. VI) vyplýva, �e metódu mo�no úspe�ne pou�ívať na 
analýzu sledovaných vzoriek. 

 
 

Záver 
 
Výpočtom sledované validačné charakteristiky stano-

venia kadmia metódou ETA-AAS, počítané vo výpočto-
vých tabuľkách v programe Excel dokazujú, �e metóda sa 
vyznačuje s po�adovanou hodnotou opakovateľnosti 
a správnosti, linearita merania je zabezpečená v celom 
rozsahu kalibrácie. Po vypočítaní detekčných limitov me-
tódy je zrejmé, �e obsah kadmia, ktorý sa vyskytuje 
v stanovovaných vzorkách rastlinného pôvodu, sa mô�e 
bezpečne stanovovať. Vypočítaná kombinovaná neistota 
merania v sledovanom koncentračnom rozsahu zodpovedá 
po�iadavkám kladeným na metódu. 
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S. Fándlyováa, O. Hegedűsa,b, and A. Hegedűsováa 

(a Department of Chemistry, Constantine the Philosopher 
University in Nitra, b 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.  

Tabuľka VI 
Hodnotenie sledovaných validačných charakteristík metódy 

Validačné charakteristiky 

 po�iadavka namerané plnenie 
Medza detekcie, µg l−1 LOD < 0,1 0,090 splnená 
Medza stanovenia, µg l−1 LOQ < 0,30 0,27 splnená 
Horná hranica rozsahu merania, µg l−1 min. 1000 1300 splnená 
Opakovateľnosť metódy, % sR  < 10,0 4,7 splnená 
Kalibračný graf :       

− linearita, % ∆A rel a + 20,0 11,7−17,3 splnená 
− spoľahlivosť regresie, % sy rel b < 10,00 2,9 splnená 

Správnosť metódy, % 100 + 10,0 101,7 splnená 
Kombinovaná �tandardná neistota, % uc < 30,0 29,3 splnená 

Hodnota 

a Maximálna dovolená odchýlka od priemernej relatívnej odozvy; 
b relatívna reziduálna smerodajná odchýlka 


