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Souhrn

Analytické hodnoceni l1éCiv s vyuZitim spektralnich metod II.

Diplomova prace
Tereza Vondrac¢kova

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra farmaceutické chemie a kontroly 1é¢iv

Byla optimalizovdna metoda spole¢ného stanoveni olova a niklu v glukéze pomoci
atomové absorpéni spektrometrie. Prace byla provadéna na pfistroji Shimadzu AA-7000
Series s atomizaci v plameni. Byla pouzita kombinace plynu acetylen-vzduch a vzorky
byly méteny pii vinové délce 283,3 nm pro olovo a 232,0 nm pro nikl.

Metoda byla za danych podminek validovana, byla ovéfena piesnost, spravnost a linearita

stanoveni. VSechny testované parametry splnily pfedepsana kritéria.

Kli¢ova slova: Atomova absorpcni spektrometrie, olovo, nikl.



Abstract

Analytical determination of drugs by spectral methods I1.

Thesis
Tereza Vondrac¢kova

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Pharmaceutical Chemistry and Drug Control

A method for determining plumb and nickel in glucose by atomic absorption spectrometry
has been optimized. We used Shimadzu AA-7000 Series with atomization in the flame. A
combination of acetylene and air was used and specimens were measured at wave length
283.3 nm for plumb and at 232.0 for nickel.

Following these conditions the method was validated. The accuracy, precision and linearity

were also verified. All tested parameters satisfied the criterions.

Key words: Atomic Absorption Spectroscopy, Plumb, Nickel.



1. Uvod

Olovo je vysoce toxicky kov, ktery ma cetné uCinky na organismus. Pfi otravé vznikaji
zavazné zdravotni problémy, které mohou konéit az smrti. Otravu mizeme rozdé€lit na
akutni a chronickou.™ V dnesni dob& se pfi 16¢b& otrav pouziva kyselina
dimerkaptojantarova.[

Nikl je stiibrobily kov, ktery se pouziva uz od staroveku. Je to alergizujici kov, ktery pti

styku s kuizi zpiasobuje vznik kontaktnich alergii. Prevalence téchto alergii je vysoka.l!

Atomova absorpéni spektrometrie je analytickd metoda, jejimz principem je absorpce
zéteni volnymi atomy vznikajicich v atomizatorech. Metoda byla popsana jiz v roce
1802.11 Atomové absorpéni spektrum je spektrum ¢arové, které se jevi jako tmavé Gary na
svétlém pozadi. Prfistroje pro AAS se skladdaji z carového zdroje, atomizatoru,
monochromatoru a detektoru.®) Metoda vykazuje vysokou citlivost a selektivitu, ¢ehoZ se

vyuziva napf. u stanoveni nizkych obsaht toxickych prvki.
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2. Cil

Cilem prace byla analyza olova a niklu jako necistot pomoci atomové absorpcni
spektrometrie. Analyza byla provadéna sloucenim jednotlivych Iékopisnych metod
predepsanych pro tyto necistoty. Spole¢na metoda byla optimalizovana a validovana.
Zpracovanim experimentalnich dat byla ovéfena vhodnost metody k danému pouziti a

vysledky analyz jsou spravné, presné a reprodukovatelné.
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3. Teoreticka cast
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3.1. Olovo a jeho vlastnosti

Olovo patii mezi nejznaméjsi toxické t&zké kovy. Ve starém Rimé& bylo pouzivano pii
stavbach kanalizaci a vodovodii, u nds se pro podobné ucely pouzivalo jesté¢ v prvni
poloving 20. stoleti.

Olovo je Sedy, me&kky, dobfe tvarovatelny kov, ktery se na vzduchu pokryva tenkou
vrstvou oxidu olovnatého. Touto vrstvou je chranén pted dalsi oxidaci. Olovo se nejcastéji
vyrabi z galenitu PbS — nejvyznamnéjsi ruda olova. Oxid olovi¢ity je sloucenina, ktera se
pouziva pti vyrobé olovénych akumulatorii. Pary olova a jeho slouéeniny jsou jedovaté.[’]
Hlavnimi zdroji olova, které vznikaji Cinnosti ¢loveéka, jsou spalovaci procesy (diive
spalovani benzinu s ptidavkem olova), déle slévarny, ocelarny, spalovny odpadt, spalovani
uhli. Do vody se mize dostat pomoci odpadnich vod ze zpracovani rudy, z vyroby
akumulatort, ze sklafského primyslu.®! Obalové materialy jsou zdrojem olova, diky nimz

se olovo dostava do potravniho fetézce.l!

3.1.1. Ué¢inky olova na organismus

Olovo je vysoce toxicky kov, ktery se nachazi v malém mmnoZstvi v zemském obalu.
S ohledem na jeho dostupnost, nizkou cenu a fyzikalni vlastnosti, jsou olovo a jeho
slougeniny §iroce pouzivany V barvach, keramice, potrubi, palivu, bateriich a kosmetice.'%!
Od roku 2001 koncentrace olova v krvi ¢eské dospé€lé i détské populace vyznamné klesa.
Diivodem muize byt mimo jiné zakaz pouzivani benzinu s piidavkem olova. I pfesto, Ze se
koncentrace olova snizuje, je dale nezbytné sniZovat obsah olova v prosttedi, je to jeden
z nezbytnych preventivnich krokt. Ovéfenim preventivnich opatieni je monitorovani
hladiny olova v krvi.

Mezi ucinky olova pii vyssich expozicich patti napt. vliv na krvetvorbu (anémie), nervovy
systém, inhibice syntézy nékterych enzymi, pokles glomerularni filtrace, ovlivnéni
imunitniho systému, zvySeni krevniho tlaku, gastrointestindlni potize, poruchy sluchu,
poruchy reprodukce aj.[! Porucha mentalniho vyvoje a vyvoje chovani u déti — napf.
hyperaktivita, deficit jemné motoriky, zpomalené reakce, snizena vykonnost a nizsi IQ, je
spojeno s daleko niz§imi davkami olova. U déti dochazi ke snizeni IQ a porucham chovani

u hladin pod 10 pg/dl v krvi.ltH
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3.1.2. Otrava olovem

Olovo se do téla dostava inhalaci prachovych castic, které obsahuji olovo, a dale travicim
traktem. V pripad¢ dychaciho ustroji se v téle resorbuje okolo 40 — 50 %, travicim traktem
cca 10 % (u déti to muze byt vice). Olovo se v téle ukladd v mistech, kde se nachazi
vapnik. V kostech se uklada pres 90 % celkového olova, které se pak mize uvoliovat celé
roky. Pti otravé olovem se vyskytuji zavazné nezadouci ucinky.

K akutni otravé olovem muize dojit pfi poziti vysokych davek olovnatych soli.lYl Mezi
ptiznaky akutni otravy olovem patii velmi intenzivni kiecovitd bolest bficha, encefalopatie,
anémie, neuropatie a Fanconiho syndrom (onemocnéni proximalnich tubul ledvin).*?
Ptiznaky chronické otravy olovem se projevuji unavou, ztratou chuti k jidlu, bolesti hlavy,
zacpou a bledosti. Dochéazi ke zvySeni krevniho tlaku, tepova frekvence je zpomalena.
Objevuje se podrazdénost, zmatenost (piipadné halucinace), kiece. To pak vyusti v koma a

nasledné po 1 - 2 dnech dojde k amrti. ™

3.1.3. Lécba otravy olovem
V souCasné¢ dobe se k Iécbé otravy olovem pouzivaji chelatotvorné Iéky. Dochazi
k vytvofeni chelatu, ktery se vyluCuje mo¢i. Vyuziva se kyselina dimerkaptojantarova —

DMSA (sukcimer).[?]
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3.2. Nikl a jeho vlastnosti

Nikl je sedmym nejvice rozsitenym prvkem na Zemi.l*3! Uz od starovéku se pouzival na
vyrobu. Je to stiibrobily kov, ktery se nachazi v VIII. B skuping periodické tabulky prvku.
Ma relativné vysokou tepelnou i elektrickou vodivost a feromagnetické vlastnosti, jez jsou
niz§i nez u stiibra a Zeleza. Je odolny viéi korozi a alkaliim.B! S kyselinami reaguje
ochotng, ale za vhodnych podminek dochazi k pasivaci jeho povrchu. Jelikoz je odolny
vici hydroxidim alkalickych kovl, vyrabéji se z n¢ho technologicka zatizeni uréena pro
vyrobu hydroxidu sodného.!*!

Hlavni produkce niklu je vyuZivdna pro vyrobu nerezové oceli, slitiny niklu a dale na
vyrobu minci, nafadi, stroji, domacich spotiebict aj.[3] Pouzivani niklu v klenotnictvi vede
ke vzniku kontaktnich dermatitid u osob citlivych na nikl.[*4!

Co se tyCe antropogenniho zdroje niklu (napf. kontaminace vod), jsou to predevsSim
odpadni vody z povrchové tpravy kovli nebo z barevné metalurgie. Do pitné vody se
dostava nikl hlavné v dusledku louhovani z materialti, které jsou v kontaktu s wvodou —

vodovodni trubky aj.[*"!

3.2.1. U¢inky niklu na organismus
Dlouhodoba inhalace niklu ma za nasledek vznik astma bronchiale, chronické rhinitidy a
sinusitidy, vznik nosnich polypl a perforace nosni piepazky. Na zvifecim modelu piisobil
nikl jako silny vasokonstriktor, ale pro tento ucinek pii pisobeni niklu v pracovnim
prostiedi neni dostatek dikazu. Pii styku s kuzi patii nikl mezi nejcastéji alergizujici kovy.
Prevalence téchto alergii je vysoka. Dochazi ke vzniku kontaktnich dermatitid, u Zen se

vyskytuji vice nez u muzii, pravdépodobné s ohledem na noseni $perki a hodinek.!
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3.2.2. Otrava niklem

Vétsina akutnich otrav niklem je spojena s vystavenim se karbonylu niklu. Pocate¢ni
ucinky intoxikace niklem se projevuji podrazdénim respiracniho traktu a dale se objevuji
nespecifické priznaky — zavraté, bolest hlavy, nauzea, zvraceni, dusnost, ttha na hrudi a
neproduktivni kaSel. Pacientim s tézkou otravou se vyvine silna plicni a gastrointestinalni
toxicita. Rozvinuta intersticialni pneumonitida, mozkovy edém a krvaceni je hlavni
pri¢inou smrti.®!

U nahodné akutni expozice kontaminovanou vodu se u postizenych jedinct vyskytovaly
ptiznaky jako nauzea, bolest hlavy, zvraceni, prujem, potize s dechem, ale tyto ptiznaky ve

vétsing piipadii odeznély po nékolika hodindch, u pér jedinci pretrvavaly 1 — 2 dny.]

3.2.3. Lécba otravy niklem

Prvni pomoc pfi akutni otravé niklem by mélo byt okamzité odstranéni zdroje otravy.
Jelikoz je tu potencidlni riziko 1 dermalni absorpce, mélo by byt odstranéno 1
kontaminované obleCeni. V pocatecni fazi otravy je prvni pomoc hlavné zaméfena na
suplementaci kysliku, vétSinou je potfeba asistovana ventilace. Pacienti se symptomy
otravy karbonylu niklu a ti, ktefi byli vystaveni vysokym davkam, by meéli byt
transportovani na pohotovost k podrobnéjSimu vysetieni.

Mezi antidota patii diethyldithiokarbamat sodny (DDC), disulfiram, ktery se b&hem
metabolismu rozklada na dvé molekuly DDC.[26] 1]

rrrrr

Pokud je ucinek nedostatecny, pouziva se systémova aplikace vySe zminovanych chelati -

diethyldithiokarbamat sodny (DDC) a disulfiram. Uginek je vak pouze ¢astecny.!*e]
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3.3. Spektralni metody
Spektrometrie je obor, ktery se zabyva méfenim a vyhodnocovanim elektromagnetického
zateni, které je emitovano hmotou nebo s touto hmotou interaguje. Jejim cilem je dikaz
stanovované latky pomoci interakce elektromagnetického zéaieni se zkoumanou latkou.
Vyuziva se pro studium struktury nebo koncentrace dané latky. Spektralni metody se dé¢li

do dvou hlavnich skupin:

1. interakce, pri kterych dochazi k vymeéné energie mezi zarenim a zkoumanou latkou
2. interakce, pri kterych zkoumana latka pouze ovliviuje nekteré viastnosti

prochazejiciho zareni bez vymény energie

U prvni skupiny vznikaji interakce tim, Ze dochazi ke zméné energetického stavu dané
latky pfijmutim nebo vyzafenim energie. Tyto metody se rozd€luji podle nékolika
zakladnich hledisek. Pokud dochazi k absorpci nebo emisi zafeni, nebo k nékterému jevu,
ktery souvisi s absorpci nebo emisi (absorp¢ni, emisni, fluorescen¢ni). Dal§i moznosti
klasifikace je, kdyz dochazi pii absorpci nebo emisi zafeni ke zménam energie pouze
atomit nebo celych molekul (atomova, molekulovd). V neposledni fadé podle oblasti
vinovych délek absorbovaného zafeni (rentgenova, ultrafialova, viditelna a infraervena

spektrometrie).[*®!

Ptiklady jednotlivych metod:

e Rentgenova spektrometrie — vyuziva se ke kvalitativni analyze (vyhodnoceni
pritomnosti jednotlivych prvkti z polohy charakteristickych car) a dale ke

kvantitativni analyze (vyhodnoceni koncentrace prvki).[
e Atomova emisni spektrometrie — principem je sledovdni emise
elektromagnetického zafeni volnymi atomy latek, které se nachazeji v plynném

stavu.®!

e Atomova absorp¢ni spektrometrie (viz kapitola 3.4.)

17



Molekulova absorpéni spektrometrie v ultrafialové a viditelné oblasti —
zabyvajici se méfenim a vykladem elektronovych spekter molekul latek (absorpce

elektromagnetického zafeni v rozmezi vinovych délek 200 — 800 nm).[2%]

Molekulova absorp¢ni spektrometrie v infracervené oblasti - zabyvajici se
méfenim a vykladem elektronovych spekter molekul latek (absorpce

elektromagnetického zafeni v rozmezi vinovych délek 800 nm — 100 pm).[2%!

Ramanova spektrometrie — méfeni rozptyleného zafeni vznikajici interakci
monochromatického zareni s molekulami vzorku, pfi této interakci se také meéni 1

jejich vibra¢ni a rotaéni stavy.P!

U druhé skupiny je u priichoziho zafeni vzorkem ovliviiovana rychlost a smér priniku

(refraktometrie, interferometrie — méfeni indexu lomu), staceni roviny polarizovaného

zateni (polarimetrie). Dale muze byt zareni difraktovano (rentgenova difraktometrie) nebo

rozptylovano, a to ¢asticemi kalného roztoku (turbidimetrie a nefelometrie). %!

Priklady jednotlivych metod:

Refraktometrie, interferometrie — ob¢ tyto metody spocivaji v méfeni indexu
lomu latek (u refraktometrie se méfi pifimo index lomu latky, u interferometrie
rozdil indexu lomu mezi srovndvaci a meéfenou latkou), toho se vyuziva
k identifikaci latek a zjisténi jejich Gistoty.[*%]

Polarimetrie — principem polarimetrie je schopnost staceni roviny polarizovaného

svétla u opticky aktivnich latek.r!
Turbidimetrie a nefelometrie — principem je sledovani rozptylu svétla ¢asticemi,

které jsou suspendovany v kapaliné (v turbidimetrii se méfi intenzita

nerozptyleného zafeni, v nefelometrii intenzita zateni rozptyleného ¢asticemi).*

18



3.4. Atomova absorpcni spektrometrie (AAS)
Atomova absorp¢ni spektrometrie (AAS) patii mezi analytické metody. Jejim principem je
absorpce zafeni volnymi atomy v plynném stavu vznikajicich Vv atomizatorech. Volné
atomy, které se nachazeji v plynném stavu, absorbuji fotony urcité energie, zareni o urcité
vlnové délce. Energetickd hodnota fotonl charakterizuje urcity druh atomi, mnozstvi
absorbovanych fotoni je mirou mnozstvi stanovovanych atomtl. Touto metodou se
stanovuje vice nez 60 prvki, kovi a polokovi.[¥l Metoda ma vysokou citlivost a
selektivitu, ¢ehoz se vyuziva u stanoveni nizkych obsaht toxickych prvki v Zivotnim

prostiedi.[®]

3.4.1. Historie AAS
Atomova absorpéni spektrometrie byla poprvé popsana jiz v roce 1802, kdy Wollaston
pozoroval slune¢ni spektrum, kde objevil tmavé ¢ary, které v roce 1815 podrobné studoval
Fraunhofer. DalSim zkoumanim védch Kirchhoffa a Bunsena bylo zjiSténo, ze
Fraunhoferova tmava c¢ara D je totozna s Carou alkalického kovu sodiku. Na zaklad¢ tohoto
poznani byl popsan Kirchhoffiiv zédkon, ktery vyjadiuje vztah mezi emisi a absorpci.
Z pocatku byly tyto poznatky pouzivany pouze astronomy pro stanoveni koncentrace kovii
v atmosféte hvézd. Az v roce 1939 Woodson vyuzil rtutové vybojky jako zdroje zareni
Kk analyze rtuti v ovzdus$i. V roce 1954 sestavil Walsh prvni atomovy absorpcni spektrometr

a za to je mu piisouzen objev AAS jako analytické metody.*!

3.4.2. Atomova spektra
Atomy mohou pohlcovat (absorbovat) nebo naopak vysilat (emitovat) elektromagnetické
zateni urcité energie. Elektrony se vyskytuji v urcitych energetickych hladinach, ty urcuji
energii atomil v riznych stavech. K pfechodu elektroni mezi energetickymi hladinami
dochazi pifi absorpci nebo emisi zéafeni. Podle toho, na kterou hladinu byl elektron
excitovan, se lisi energie jednotlivych stavii atomu. Atom mize pii piechodu mezi
jednotlivymi stavy pohlcovat nebo emitovat foton, jehoZ energie je rovna pfirtistku nebo

ubytku energie atomi AE dle Planckova vztahu:
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AE=E>;-Ei1=h.v

T energie atomu ve vys$im a niz§im energetickém stavu
Do, Planckova konstanta (6.626 . 104 J. s)
N frekvence vyzaireného nebo absorbovaného zareni

Zatreni mizeme charakterizovat také pomoci vinové délky nebo vinoctu:

~

v=c/A=c.V

ettt et rychlost zateni
e vlnova délka
L2 vinocet

K excitaci dochazi pii absorpci elektromagnetického zatfeni nebo preddnim energie, vlivem
elektrického vyboje, zahfatim na vysokou teplotu apod.[ Atomovéa absorpéni spektra se
nachazeji v rozmezi vinovych délek 190 — 900 nm. Spojeny zakon Bougherav - Lamberttiv
a Beertv vyjadfuje skuteCnost, ze prochazi-li monochromatické zafeni vhodnym

absorp¢nim prostfedim o tloustce b a po¢tu volnych atomti v zakladnim stavu No, ma to za

nasledek zeslabeni toku zafeni z piivodni hodnoty ¢o [J.51] na hodnotu ¢:

¢po

A=logt-=x..b.No

¢
D tloustka absorpcniho prostiedi
NO- e pocet volnych atomil v zdkladnim stavu
A absorbance
¢o .................................... puvodni hodnota toku zafeni
¢ ...................................... zeslabend hodnota toku zafeni
L1 konstanta imérnosti — atomovy absorp¢ni koeficient

Absorbance je logaritmus poméru ptivodniho a proslého zativého toku. Je imérna tloustce

absorbujici vrstvy a poctu atoml v zdkladnim stavu. Atomovy absorpéni koeficient je
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konstanta imérnosti, kterd je charakteristicka pro absorbujici prvek pti dané vinové délce a
ma rozmér plochy [m?].l®!

U atomového absorpéniho spektra se jedna o spektrum carové, jevi se jako tmavé Cary na
svétlém pozadi.

Atomova emisni spektra jsou naopak zafici cary na ¢erném pozadi a jednd se také o Carove

spektrum. [

3.4.3. Princip metody
Principem metody je absorpce vhodného elektromagnetického zafeni volnymi atomy
V plynném stavu. Nutné je pouzit jako zdroj zafeni stejny prvek, ktery chceme stanovit.
Ten nam poskytne praveé emisni zafeni poZzadované vinové délky. Pohlcovat se bude pouze
cast zatfeni, kterd odpovida svymi vinovymi délkami rezonancnim cardm. Absorpéni
spektrum je jednoduss$i nez emisni, rezonancnich ¢ar je mnohem méné nez u emisniho

spektra. Pro méfeni se vybere ta ¢ara, ktera ma nejvétsi absorpci zafeni. !
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3.4.4. Instrumentace
Pristroje pro AAS mutzou byt sestaveny jako jednopaprskové a dvoupaprskové. (viz
obrazek 1)

B B aereene [ I a
=
zdroj atomizator monochromator detektor

Obriazek 1 Schéma jedno- (a) a dvou- (b) paprskového atomového absorpéniho spektrometru. Pevzato
z KOMAREK, Josef. Atomova absorpcni spektrometrie., 2000. ]

cwvvr

detekce. Stabilita systému je ale nizsi a nelze eliminovat kolisdni intenzity zdroji zareni.
Zareni ze zdroje, které je mechanicky nebo elektricky modulované, prochdzi absorpcnim
prostiedim, monochromatorem a dopada na detektor.

Dvoupaprskovy systém ma vysokou stabilitu, ale dochazi K vétsi ztraté zafeni a zvySeni
urovné Sumu. Ze zdroje vychazi paprsek, ktery se stiidavé propousti pies atomizator
(mérny paprsek) a mimo atomizator (referencni paprsek), to se déje pomoci optickych
prvki, zrcadlovych prerusovact a délict. Pomoci polopropustného zrcadla nebo rotujiciho
zrcadlového sektoru se oba paprsky sjednoti. Tyto Casové rozliSené signaly jsou pak

pozorovany.™

Ptistroj se sklada z carového zdroje, atomizatoru, monochromatoru a detektoru.
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Carovy zdroj

Carovy zdroj je vybojka s dutou katodou. Katoda je duty valedek. Je ze stejného kovu,
ktery se stanovuje. Wolframovy nebo molybdenovy drat slouzi jako anoda. Vybojka miize
obsahovat i vice prvkovou katodu (az ze tii riznych prvkia). Lampa obsahuje argon (neon)
o tlaku do 1 kPa. Vlozeni napéti 400 V ma za nasledek vznik doutnavého vyboje, pfi némz
vznikaji ionizované atomy vzacného plynu. Tyto atomy bombarduji kov, dochazi
k uvolnéni atomu kovii, které do sebe narazeji, tim excituji a pii deexcitaci vysilaji

potiebné zateni.[

Atomizator

Funkci atomizatoru je ptrevedeni vzorku do stavu volnych atomti. Teplota pottebna
k dostatecné atomizaci je zpravidla 2000 az 3000 °C. PouZivaji se dva typy atomizatort —
plamenovy (viz obrazek 2) nebo elektrometricky.

v Plamenovy atomizdator funguje na principu zmlzovani nebo ultrazvukového
rozpraSovani roztoku daného vzorku. Aerosol vzorku se smisi s topnym plynem a
oxidovadlem. Tato smés je vnesena do plamene, kde dochazi k atomizaci.
Univerzalni hotaky, které se Casto pouzivaji, maji délku 50 mm. Nejcastéji

pouzivané plameny jsou acetylen/vzduch, acetylen/NO.

zmlZovani
vzorku

Obrazek 2 Plamenovy atomizator — upraveno dle GARCES, Fred. Atomic Absorption Spectroscopy:
Instrumental.?°!
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V' Elektrotermicky atomizator (ETA) je grafitova trubice, kterd je vyhfivana
elektrickym proudem, kterou prochazi zatfeni. Pomoci mikropipety o objemu 5 az
50 pl se na vnitfni sténu trubice nanasi dany vzorek, nebo se vzorek umisti na
nosnou podlozku. Pracuje se v ochranné atmosféie s proudem argonu. Teplotni
program se sklada ze tii fazi:
e suSeni (50 — 200 °C) — odpafteni rozpoustédla
e 7zihani (200 — 800 °C) — rozklad matrice
e atomizace (2000 — 3000 °C) — beéhem n¢kolika sekund dojde
K prudkému zahtati na teplotu atomizace, mize byt i nizsi

neZ dané rozmezi.P!

Monochromator

Mrtizkovy monochromator slouzi k izolaci zafeni vhodné vinové délky a je ulozen za
plamenem. NatoCenim miizky se nastavi vlnova délka rezonan¢ni Cary na maximum
propustnosti. Dilezité je nastaveni Sifky spektralniho intervalu tak, aby na detektor
nedopadalo 1 tzv. neabsorbujici balastni zafeni car blizkych vlnovych délek, které
zpusobuje zakiiveni koncentraéni zavislosti absorbance. Sifka vstupni a vystupni §térbiny

je regulovatelna a je vétsinou od 0,1 nm do 2,0 nm.[

Detektor

Pro detekci se vyuziva fotonasobié, ktery je spolu s fotokatodou uloZen tésné za vystupni
$térbinou monochromatoru a slouzi k detekci toki zafeni.l®! K vyhodam fotonasobide patii
jeho vysoka citlivost a velmi nizka ¢asova konstanta. Vysledny signdl mize byt zachycen
bud’ analogovym zafizenim, nebo je pfeveden na digitalni formu, ktera dale umoziuje

matematické zpracovani.*]
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3.4.5. Interference v AAS

Interference v AAS zplsobuje systematické odchylky velikosti signalu pfi analyze. Jsou to
tzv. rusivé vlivy, které mohou zasadn€ ovlivnit vysledek a spravnost méfeni. Interference
miizeme rozdélit na spektralni a nespektralni.

Spektralni interference jsou zptsobeny nedokonalou izolaci méfené spektralni ¢ary od
zateni, které je absorbovano ostatnimi slozkami vzorku nebo absorpci pozadi. Témto
nezadoucim jeviim se Ize vyhnout volbou jinych &ar pro analyzu a korekci pozadi. %

Mezi nespektralni interference patii napt. rusivy vliv transportu vzorku do plamene (zména
rychlosti sani a U€innosti zmlzovani, kter¢é muze byt ovlivnéno povrchovym napétim,
hustotou nebo viskozitou vzorku), dale vypatovani kondenzované faze, kde vznikaji

slou¢eniny s odlisnou tékavosti, a také interference v plynné fazi zptisobené napt. zménou

prostorového rozloZzeni volnych atomi v plameni.[®!

3.4.6. Analytické vyuziti

Atomova absorpéni spektrometrie se pouzivd pro elementdrni kvantitativni analyzu
kovovych prvki, které maji nizkou koncentraci a to metodou kalibra¢ni kiivky nebo
metodou standardniho pridavku.

Metoda kalibra¢ni kiiky se provadi tim, Ze se piipravi série standardnich roztoku
obsahujici postupné rostouci koncentraci stanovovaného vzorku, ze kterych sestavime
nejlépe linearni tvar zavislosti. Poté se zméii vzorek a z vytvorené kalibracni kiivky
odecteme obsah dané¢ho vzorku.

Metoda standardniho ptidavku (obrazek 3, 4) spociva v piipravé analyzovaného vzorku a
téhoz vzorku, ktery obsahuje znamé mnozstvi standardu. Po proméfeni obou vzorki se
vypocCitd obsah slozky ve vzorku, ktery je pfimo umérny zvysené hodnoté piidaného
mnozstvi.l’!

AAS se vyuzivé k analyze vody, ovzdusi, zivoc¢iSnych a rostlinnych materidli, potravin,
klinickych tekutin a tkéni aj. Stanovovana koncentrace se pohybuje od desetin ug. I po

desetiny g. I'*.[4
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W dopinéno na objem V, vysledné
koncentrace analytu ¢y a ¢,

standardni pridavek objemu
V; vychozi koncentrace ¢ ¢

vzorek objemu V, ptvodni
koncenirace ¢y

Obrazek 3 Priprava vzorki pii metodé standardniho pridavku — pievzato z KLOUDA, Pavel. Moderni analytické
metody. [

>
Cy Cz c

Obrazek 4 Vyhodnoceni metody standardniho pridavku - pievzato z KLOUDA, Pavel. Moderni analytické
metody.[l
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3.5. Validace analytickych metod
Validace metod ve farmacii se tidi platnymi piedpisy a doporucenimi, predev§im ICH
smérnice fady Q (Q2A a Q2B).[2U
udava, zdali je vypracovana metoda vhodna pro dany ucel. Validace ma za cil stanovit
podminky, pii kterych je zkuSebni postup pouzitelny, a zajistit spolehlivost pfi

opakovaném pouZiti i v riznych laboratotich.??

3.5.1. Spravnost
Vyjadtuje shodu mezi spravnou hodnotou a ziskanym vysledkem. Obvykle se stanovuje
analyzou nejméné Sesti vzorkl a vyjadii se jako rozdil spravné a ziskané hodnoty nebo

jako vytéznost (recovery): 22

100 . nalezena hodnota

Vyteznost = —
spravna hodnota

3.5.2. Presnost
Udava miru shody mezi jednotlivymi vysledky, které se ziskaly opakované s jednim
homogennim vzorkem. Obvykle se vzorek analyzuje Sestkrat a to kompletnim postupem
véetné piipravy vzorku (100 % koncentrace) nebo se provede nejméné 9 stanoveni
pokryvajici ptislusné koncentracni rozmezi (tj. minimaln¢ 3 stanoveni na minimaln¢ 3
koncentra¢nich urovnich).[??l Kdyz je metoda piesna, vysledky maji malé rozpéti, coZ je
Ptesnost se vyjadii jako relativni smérodatna odchylka téchto Sesti popt. deviti Stanoveni.

Rozlisuji se tfi trovné presnosti podle podminek opakovani:

Opakovatelnost — metoda se opakuje stejnym zpusobem, jednim pracovnikem, na tomtéz

ptistroji a se stejnymi Cinidly.

Mezilehla presnost — metoda se provadi riznymi analytiky, pfistroji, s riznymi Cinidly,

V jiny den, avSak v jedné laboratofi a se stejnym vzorkem.

Reprodukovatelnost — provadi se stejné¢ jako mezilehla piesnost, ale v riznych
laboratotich.1?2
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3.5.3. Linearita
Je schopnost udavat vysledky, které jsou pfimo tmérné koncentraci stanovované latky.
Stanovuje se obvykle minimalné pét riiznych koncentraci v rozmezi 50 — 150 % nebo 80 —
120 % deklarovaného obsahu; LOQ — 120 % limitu u ptibuznych latek. Je-li metoda
linearni, lze urcit smérnici z jednoho kalibraéniho bodu. Pokud tomu tak neni, je zapotiebi

vyhodnocovat vysledky z celé kalibra¢ni k¥ivky.!??

3.5.4. Selektivita, specificita
Selektivita metody je vlastnost, kterou lze spravné a specificky zméfit danou latku
Vv pfitomnosti jinych latek, které lze ocekavat. Mohou to byt dalsi G¢inné latky, které se
vyskytuji u sloZzenych ptipravku, pomocné latky, rozkladné produkty, zbytkova
rozpousStédla a necistoty, které vznikly v pribéhu vyroby. Tento parametr se dolozi
vysledky méfeni standardu a dale vzorki, jeZ neobsahuji analyzovanou latku, ale obsahuji

dalsi slozky, rozkladné produkty, negistoty.[??]

3.5.5. Detek¢ni limit (LOD)
citlivost metody. U instrumentalnich metod se urci jako koncentrace analyzované latky
s pomérem signalu k Sumu s hodnotou 3. Zjistény detekéni limit se ovéfi analyzou

piisluiné koncentrace vzorku.[??

3.5.6. Kvantitativni limit (LOQ)
spravnosti. Jednd se téZ o parametr citlivosti metody. Casto byva vyjadfen jako
koncentrace s pomérem signalu k Sumu s hodnotou 10. Za limitujici relativni smérodatnou
odchylku se pozaduje 10 %. Proto mize byt kvalitativni limit vyjadfen jako koncentrace,
pfi jejiz analyze se dosdhne této relativni smérodatné odchylky (obvykle to byva

trojnasobek LOD).[?%!
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3.5.7. Robustnost
Vyjadiuje, jakd je mira vlivu proménnych podminek na vysledky analyzy. Cilem je

upozornit na podminky, které mohou vysledky ovlivnit.[??]
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3.6. Validace metody AAS

3.6.1. Presnost - vytéZnost
Dle evropského I€kopisu se piesnost oveéfuje za pouziti referencnich materiald (CRM).
Kdyz to neni mozné (v naSem piipad€), misto toho se provede zkouska vytéznosti.
Vytéznost pro stanoveni obsahu by méla byt v rozmezi 90 % az 110 %. Zkouska je

neplatna, pokud je vytéZnost mimo rozmezi 80 % az 120 %.12]

3.6.2. Opakovatelnost

Opakovatelnost pro stanoveni obsahu je nejvyse 3 %, pro zkouSku na necistoty nejvyse
5 %.2°%

3.6.3. Linearita
Je pozadovano pfipravit nejméné Ctyii porovnavaci roztoky v kalibraénim rozmezi,
kontrolni roztok a provede se nejméné pét opakovanych méteni. Aby byl pracovni postup

spravny, korelaéni koeficient (R?) musi byt nejméné 0,99.[2%l

3.6.4. Mez stanovitelnosti
V AAS mez stanovitelnosti stanovuje koncentraci nebo mnozstvi analytu ve vzorku, ktera
vyvolava signal, ktery je roven desetindsobku smérodatné odchylky signalu tzv. slepého

pokusu.?!
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3.7. Shimadzu AA-7000 Series
Meéteni diplomové prace probihalo na pfistroji Shimadzu AA-7000 Series. Jedna se o
moderni atomovy absorpéni spektrometr. Pfistroj pro plamenovou analyzu obsahuje
6 lamp, 2 lampy mtZou pracovat v jeden Cas, vyuziva dvou metod — D> metoda (metoda
deuteriové lampy — touto metodou se méfilo) a SR metody.
Vyhodou je malé mnozstvi vzorku potiebné k detekci. Pro zajisténi kontinudlniho pfisunu
vzorku do plamene je zapotiebi objem vzorku alespon 1 ml.
Nosnym plynem, ktery se pouziva, je vzduch — acetylen. Pfistroj je vybaven
bezpecnostnimi sensory. Pokud sensory zjisti abnormality, zavie se pfivod plynu a plamen
je okamzité zhasnut. Mezi bezpe€nostni prvek patfi 1 to, Ze je nutné k zazehnuti plamene
stisknout dvé tlacitka soucasné.
Shimadzu AA — 7000 Series vyuziva software WizAArd Launcher, ktery slouzi
K nastaveni parametri méfeni a vyhodnoceni vysledku méfeni.[?!]

Hlavni jednotka

@00

8009

Obrazek 5 Hlavni jednotka AA-7000 Series — pFevzato z Shimadzu Atomic Absorption spectrophotometer AA-7000
Series: Instruction manual?4!

1 - Vypinac
4 - Purge tla¢itko — pomoci tohoto tlaéitka je ptivadén plyn (vzduch nebo N20),

pokud je stimto tlacitkem spole¢né pfidrzeno zapalovaci tlacitko, dojde k zazehnuti

plamene

5 - Zapalovaci tlacitko

6 - Zhasinaci tla¢itko — stisknutim zhasne plamen
9 - Piipojeni kabelem k pogita¢il?
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Horak
Hlava hotraku, ktera ma standardni délku stérbiny 10 cm, je umisténa v atomizéru misici
komory. Pro tento typ hofdku je vhodné pouziti plynu vzduch — acetylen. Na nasledujicim

obréazku je popsan horak.[?4

o

I

Obrazek 6 Horak — pievzato z Shimadzu Atomic Absorption spectrophotometer AA-7000 Series: Instruction
manual?4

1 - Hlava hotéku

2 - Zasuvka hotaku

3 - Nebulizér

4 - Upeviiovaci Srouby a deska nebulizéru
5 - Komora

6 - Michaci zatizeni

7 - U — trubice — odvadi velké &asticel?*!
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Opticky systém
Tento ptistroj vyuziva dvoupaprskového systému. Funkce je podrobnéji popsana v kapitole

3.4.4. Na nasledujicim obrazku je znazornén opticky systém pfistroje.*

A
HCL l

Obrazek 7 Dvoupaprskovy opticky systém — prevzato z Shimadzu Atomic Absorption spectrophotometer AA-7000
Series: Instruction manualt!

HCL - Duta katoda

D> - Deuteriova lampa
PTM - Detektor

M - Zrcadlal?*!
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4.Experimentalni ¢
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4.1. Materialy a pomiicky

V této diplomové préci byly pouzity nasledujici materidly a pomucky.

4.1.1. Chemikalie
e Glukoza — bily krystalicky prasek, sladké chuti, snadno rozpustna ve vodé, mirné

rozpustna v lihu 96 %. [2°

4.1.2. Dalsi pouzité chemikalie
e isobutyl(methyl)keton R, Penta CR
e standard olova (1000 mg/l), Fluka Svycarsko
e amonium-pyrrolidinkarbodithioat R, Sigma Svycarsko
e kyselina octové ledova R, Penta CR
e standard niklu (1000 mg/l), Fluka Svycarsko

e (iSténa voda R

4.1.3. Pristroj
e Shimadzu AA — 7000 Series
e plamen — acetylen — vzduch

e PC program — WizAArd Launcher Application, verze 5.0.0.0

4.1.4. Podminky méreni
e vilnova délka — A Pb=283,3 nm, A Ni=232,0 nm
e zdroj zafeni — lampa pro olovo, resp. lampa pro nikl s dutou katodou
e plamen — vzduch — acetylen

e blank = kontrolni roztok — pomoci ného se nastavi nulova poloha pftistroje

4.1.5. DalSsi pouZzité pristroje

e Digitalni vahy Sartorius AG typ A200S, Némecko

35



4.1.6. Pomiuicky
e odmérné banky, kadinky, odmérné valce, délici nalevky, zkumavky, stojan na

zkumavky, pipety, ty¢inky, vazici lodicka, zatky, 1zicky, alobal
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4.2. Priprava roztokii

4.2.1. Linearita - olovo
Kalibra¢ni kfivka byla vytvofena pomoci 6 roztokli se zvysujici se koncentraci a jednoho
kontrolniho roztoku. Pracovalo se dle kapitoly 2.4.10. Lead in sugars®®®! metodou p¥imé
kalibrace.

Roztoky byly ptipraveny dle Ph. Eur. 7.7 .

Priprava roztoku

Piiprava zdkladniho roztoku olova (10 ug Pb/ml):

Roztok byl ptipraven fedénim 1,0 ml standardu olova o koncentraci 1000 mg/l 100,0 ml
vody.

Pfiprava &irého roztoku amonium-pyrrolidinkarbodithiodtu R (10 a/l):

Do 100 ml odmérné banky bylo navazeno n = 0,9995 g amonium-pyrrolidinkarbodithiatu a

doplnéno vodou po rysku.

Ptiprava kyseliny octové ziedéné RS:

Kyselina octova zfedéna RS byla pfipravena smisenim 12 g Kyseliny octové ledové R

(99 %) v 100,0 ml vody.

Pfiprava smési stejnych objemovych dilu kyseliny octové ziedéné RS a vody R:

Roztok byl piipraven smichanim stejnych objemovych dili kyseliny octové ziedéné RS a

vody R.

Pfiprava porovnavacich roztoku a kontrolniho roztoku:

Kontrolni roztok (blank) — k 100,0 ml stejnych objemovych dilti kyseliny octové ziedéné
RS a vody R byly pfidany 2,0 ml ¢irého roztoku amonium-pyrrolidinkarbodithioatu R a
10,0 ml isobutyl(methyl)ketonu R.

Porovnavaci roztok ¢. 1 — do 100 ml odmérné banky bylo pipetovano 0,25 ml zékladniho
roztoku olova (10 pg Pb/ml) a doplnéno po rysku smési kyseliny octové ziedéné RS a

vody R. Ktomuto roztoku byly ptidany 2,0 ml ¢&irého roztoku amonium-
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pyrrolidinkarbodithioatu R a 10,0 ml isobutyl(methyl)ketonu R. Takto byly ptipraveny

v§echny porovnavaci roztoku, liSily se pouze v objemu zakladniho roztoku olova.

Porovnavaci roztok ¢. 2 — ptidano 0,5 ml zakladniho roztoku olova (10 pg Pb/ml).

Porovnavaci roztok ¢. 3 - ptidano 0,75 ml zékladniho roztoku olova (10 pg Pb/ml).

Porovndvaci roztok ¢. 4 - ptidano 1,0 ml zakladniho roztoku olova (10 pg Pb/ml).

Porovndvaci roztok ¢. 5 - ptidano 1,25 ml zakladniho roztoku olova (10 pug Pb/ml).

Porovnavaci roztok ¢. 6 - ptidano 1,5 ml zékladniho roztoku olova (10 pg Pb/ml).

Vsechny roztoky byly postupné protiepavany po dobu 30 sekund za chranéni pied ptimym

svétlem (d¢€lici nalevka byla zabalena do alobalu). Po odd¢leni obou vrstev byla dale

pouzita horni vrstva isobutyl(methyl)ketonu.

Takto byla piipravena fada roztoku pro kalibra¢ni kiivku o koncentraci viz tabulka 1.

Tabulka 1 Koncentrace porovnavacich roztoki

borovnvact roztok & Objem zakladniho roztoku Koncentrace roztoku
olova (10 pg Pb/ml) (ne/s)

1 0,25 ml 0,125 pg/g
2 0,5 ml 0,25 ug/g
3 0,75 ml 0,375 pg/g
4 1,0 ml 0,5 mg/g

5 1,25 ml 0,625 pg/g
6 1,5 ml 0,75 pg/g
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4.2.2. Linearita - nikl
Kalibra¢ni kiivka byla ptipravena dle kapitoly 2.4.15. Nickel in polyols.[?!
Roztoky byly pfipraveny stejnym postupem, jak bylo uvedeno v kapitole 4.2.1., pouze
misto zakladniho roztoku olova byl pouzit zakladni roztok niklu o koncentraci
10 ug Ni/ml.

4.2.3. Priprava roztoku zkousené latky - glukdzy
Zkouseny vzorek glukézy pro stanoveni olova byl piipraven dle kapitoly 2.4.10. Lead in
sugars, pro stanoveni niklu dle kapitoly 2.4.15. Nickel in polyols.!?®! P¥iprava roztoku byla

stejna podle obou kapitol. Pouzité roztoky byly popsany v kapitole 4.2.1.

Priprava zkousSeného roztoku glukodzy:

20,0 g glukézy bylo rozpusténo ve smési stejnych objemovych dilli kyseliny octové
zifedéné RS a vody R a doplnéno na 100,0 ml v odmérné baice. Roztok byl pielit do délici
nalevky, byly ptidany 2,0 ml ¢irého roztoku amonium-pyrrolidinkarbodithioatu R (10 g/1)
a 10,0 ml isobutyl(methyl)ketonu R. Po dobu 30 sekund byla smés protfepavana za
chranéni pfed pfimym svétlem. Po oddéleni obou vrstev byla dale pouzita vrstva

isobutyl(methyl)ketonu.

4.2.4. Presnost - opakovatelnost - olovo, nikl
Bylo pfipraveno 6 vzorkt zkouseného roztoku glukozy. Piiprava byla popsana v kapitole
4.2.3 a déle 3 porovnavaci roztoky o koncentraci olova a niklu 0,25 pg/g; 0,5 ng/g;
0,75 pg/g. Piiprava porovnavacich roztoka byla popsana v kapitole 4.2.1. pro olovo a
4.2.2. pro nikl.

Odd¢lena vrstva isobutyl(methyl)ketonu byla dale analyzovéna Vv ptistroji.

4.2.5. Spravnost - olovo, nikl
Roztoky pro spravnost byly ptipraveny stejnym zptusobem jako pro piesnost. Koncentrace
olova a niklu v porovnavacich roztocich byla 0,25 ug/g; 0,5 ng/g; 0,75 ng/g a 1,0 pg/g.
Ptiprava porovnavacich roztokd u prvnich tfech koncentraci byla popsana v kapitole 4.2.1.
pro olovo, pro nikl v kapitole 4.2.2. Porovnavaci roztok o koncentraci 1,0 pg/g byl
ptipraven pfidanim 1,75 ml zékladniho roztoku olova (niklu) o koncentraci 10 pg/ml.
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5.Vysledky a diskuze
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5.1. Spravnost - olovo

Bylo proméfovano 6 vzorkt ptipravenych podle kapitoly 4.2.5. a dale porovnavaci roztoky o koncentraci uvedené v tabulce 2.

Tabulka 2 Spravnost - namérené hodnoty pro olovo

e e e e 1
! Spravnost - Pb absorbance vzorku ¢. !
I ¢ (ug Pb/ g Glu) 1 2 3 4 5 6 i
i 0,25 0,0137 0,0143 0,0152 0,0138 0,0143 0,0129 i
i 0,5 0,0268 0,0309 0,0278 0,0297 0,0275 0,0285 i
i 0,75 0,0423 0,0457 0,0460 0,0455 0,0432 0,0431 i
i 1,0 0,0574 0,0592 0,0598 0,0608 0,0582 0,0559 i
I 1
I rovnice pfimky | y=0,0586x+0,0131 | y=0,0598x +0,0151 | y=0,0608x+0,0144 | y=0,0627x+0,0139 | y=0,059x +0,0137 | y=0,0574x +0,0136 !
I 1
: R? 0,9987 0,9978 0,9954 0,9999 0,9979 0,9981 :
I 1
: vytéinost (%) 89,28% 98,55% 94,40% 88,07% 91,65% 93,93% b= 92,65% :
PoZzadavek:
Vytéznost 90 — 110 %
Vyhodnoceni:

Vytéznost pro olovo byla 92,65 %.
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5.2. Opakovatelnost - olovo

Bylo prométovano 6 vzork pripravenych podle kapitoly 4.2.4. a dale porovnavaci roztoky o koncentraci uvedené v tabulce 3.

Tabulka 3 Opakovatelnost - namérené hodnoty pro olovo

P 1
o

i pakovatelnost absorbance vzorku ¢. i
1 -Pb !
i ¢ (ug Pb/ g Glu) 1 2 3 a 5 6 i
i 0 0,0004 0,0010 0,0007 0,0010 0,0007 0,0007 i
i 0,25 0,0137 0,0143 0,0152 0,0138 0,0143 0,0129 i
i 0,5 0,0268 0,0309 0,0278 0,0297 0,0275 0,0285 i
i 0,75 0,0423 0,0457 0,0460 0,0455 0,0432 0,0431 i
1 rovnice pfimky | y =0,05552x + 0,00002 | y = 0,06028x + 0,00037 | y = 0,0594x + 0,00015 | y = 0,05976x + 0,00009 | y = 0,05628x + 0,00032 | y = 0,05712x + 0,00012 i
i R? 0,9983 0,9984 0,9943 0,9975 0,9984 0,9976 i
I 1
) koncentrace Pb 0,2235 0,2525 0,2368 0,2217 0,2322 0,2369 RSD(%) = 4,77 |
Vo eele) ] e e e e e e :

Pozadavek:

RSD nejvyse 5 %
Vyhodnoceni:

Relativni smérodatna odchylka byla 4,77 %.
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5.3. Spravnost - nikl

Mg¢feni probihalo stejné, jak bylo uvedeno v kapitole 5.1.

Tabulka 4 Spravnost - naméfené hodnoty pro nikl

Spravnost - Ni

absorbance vzorku ¢.

L vytéinost (%)

Pozadavek:

Vytéznost 90 — 110 %
Vyhodnoceni:
Vytéznost pro nikl byla 96,90 %.

1
1 1
I i
1 c(ug Ni/ g Glu) 1 2 3 4 5 6 !
i 0,25 0,0721 0,0771 0,0277 0,0508 0,0256 0,0226 i
i 0,5 0,1325 0,1345 0,0505 0,1106 0,0512 0,0501 i
i 0,75 0,1962 0,1991 0,0784 0,1611 0,0712 0,0692 i
i 1,0 0,2772 0,2821 0,1021 0,2141 0,0984 0,0959 i
i rovnice piimky | y=0,2716x + 0,0677 | y=0,2718x +0,0713 | y =0,1004x + 0,027 | y=0,2162x + 0,0531 | y =0,0954x + 0,0258 | y = 0,0956x + 0,0236 i
i R2 0,9950 0,9927 0,9986 0,9987 0,9969 0,9955 i
i 94,32% 96,66% 101,93% 97,60% 97,06% 92,03% b= 96,60% i
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5.4. Opakovatelnost - nikl

Mg¢feni probihalo stejné, jak bylo uvedeno v kapitole 5.2.

Tabulka 5 Opakovatelnost - namérené hodnoty pro nikl

P 1
Opakovatelnost

i pa O_V:ie nes absorbance vzorku €. i
i ¢ (ug Ni/ g Glu) 1 2 3 a 5 6 i
i 0 0,0009 0,0013 0,0014 0,0007 0,0021 0,0019 i
i 0,25 0,0721 0,0771 0,0277 0,0508 0,0256 0,0226 i
i 0,5 0,1325 0,1345 0,0505 0,1106 0,0512 0,0501 i
i 0,75 0,1962 0,1991 0,0784 0,1611 0,0712 0,0692 i
1 rovnice pfimky | y = 0,25852x + 0,00348 | y =0,26032x + 0,00538 | y =0,10152x + 0,00143 | y =0,2164x + 0,00035 | y = 0,09316x + 0,00259 | y = 0,09176x + 0,00154 i
i R? 0,9989 0,9970 0,9987 0,9988 0,9978 0,9954 i
I . 1
) koncentrace Ni 0,2493 0,2623 0,2689 0,2456 0,2704 0,2469 RSD(%) = 4,40 |
v ___wele) | e e o e o e !

Pozadavek:

RSD nejvyse 5 %
Vyhodnoceni:

Relativni smérodatna odchylka byla pro stanoveni obsahu 4,40 %.
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5.5. Linearita - olovo
Pfi vlnové délce A = 283,3 nm byla proméfena kalibracni kiivka (obrazek 9)
z ptipravenych roztokti uvedenych v kapitole 4.2.1. Naméfené hodnoty jsou uvedeny

v tabulce 6.

Obrazek 8 Kalibra¢ni krivka - olovo

Calibration Curve (CH# : 01)
0.050

Abs

0.025

|

|

|

|

|

:
0.000 0.250 0.500 0.750
Conc (ug/g)

Tabulka 6 Linearita - naméiené hodnoty pro olovo

1
! Linearita - Pb !
i c (ug/g) absorbance i
i 0 0,0005 i
i 0,125 0,0087 i
i 0,25 0,0167 i
i 0,375 0,0243 i
i 0,5 0,0314 i
i 0,625 0,0385 i
i 0,75 0,0468 i
I rovnice pfimky | y=0,060114x+0,0014333 |
LS R 09997 . ;
Pozadavek:

Korelaéni koeficient R? > 0,99
Vyhodnoceni:
Korelaéni koeficient byl 0,9997.
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5.6. Linearita - nikl
Pii vlnové délce A = 232,0 nm byla proméfena kalibra¢ni kiivka (obrazek 10)
z ptipravenych roztokd uvedenych v kapitole 4.2.2. Naméfené hodnoty jsou uvedeny
v tabulce 7.

Obrazek 9 Kalibra¢ni krivka - nikl

Calibration Curve (C# : 01)

Abs | | '

| I I
0.200f---—----- e IRl bk -

I | |

I |

| | I

I | |
0.100f-------- e EEE TR

| |

I | |

I | |

I | |

| | |

0.000 | | |
0.000 0.250 0.500 0.750

Conc (ug/qg)

Tabulka 7 Linearita - naméfené hodnoty pro nikl

reTTEmT . 1
: Linearita - Ni :
i c (ug/g) absorbance i
I 1
i 0 0,0012 i
I 1
i 0,125 0,0380 i
I 1
i 0,25 0,0763 i
i 0,375 0,1185 i
i 0,5 0,1529 i
i 0,625 0,1892 i
i 0,75 0,2317 !
I rovnice pimky | y=0,30665x +0,00027333 |
I 1
A A N, 099% . |
Pozadavek:

Korela¢ni koeficient R > 0,99
Vyhodnoceni:
Korelaéni koeficient byl 0,9996.
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6. Zaver

1. Byly zpracovany literarni zdroje tykajici se atomové absorpcni spektrometrie,

validace analytickych metod, olova a niklu.

2. Byla validovana metoda slouceni lékopisnych metod stanoveni olova v cukrech a

niklu v polyolech atomovou absorp¢éni spektrometrii.
3. Byla ovétena presnost metody. Relativni smérodatna odchylka pro stanoveni olova
¢inila 4,77 %, pro stanoveni niklu 4,40 %. V obou piipadech byla relativni

smerodatna odchylka niz§i nez 5,0 %.

4. Byla testovana spravnost metody. Vytéznost olova byla 92,65 %, vytéznost niklu
96,90 %. Pro oba prvky byla vytéznost metody v rozmezi 90 — 110 %.

5. Daéle byla ovéfena linearita. Pro stanoveni olova byl korela¢ni koeficient roven

0,9997, pro stanoveni niklu 0,9996. Koeficient korelace byl u obou prvkl vyssi nez

0,99.

6. Metoda vyhovuje testovanym valida¢nim parametriim.
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