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Zpusoby pripravy vzorku tuki pro stanovenf
stopovych mnozstvi kovii

LUDMILA WINTEROVA - STEFAN SCHMIDT

Stihrn. V prici sme sa zamerali na problematiku pripravy vzoriek tukov a olejov pre
stopovu analyzu vybranych tazkych kovov (Fe, Ni, Cu, Pb a Cd). Porovnali sme tri meto-
dy, z ktorych sa osved¢ila predovietkym extrakcia kovov z tukovej matrice kyselinou chlo-
rovodikovou. Dobré vysledky sme ziskali aj pri mineralizécii suchou cestou pomalym spa-
[ovanim vzorky na vari¢i a v muflovej peci. Obe nami navrhnuté metody boli prijaté do
normy RVHP. Pri analyzach sme nezistili zvy$ené obsahy sledovanych kovov v skid$anych
tukovych vyrobkoch.

Zvyseny obsah nékterych tézkych kovi v Zivotnim prostfedi se musi zdko-
nité¢ projevit i ve zvySeni obsahu téchto koviu v pozivatinach. Hygienicka
smérnice ¢. 50 z roku 1978 a jeji doplnék ¢. 69 z roku 1986 uklada vyrobctim
potravin kontrolovat své vyrobky a dodrZzovat maximadlni limity obsahu téz-
kych kova piedepsané touto smérnici. Pfed podnikovymi laboratofemi tedy
stoji ukol zajistovat duslednou kontrolu pozivatin, a tim plnit dalezity celo-
spolo¢ensky pozadavek — zajistit zdravotné nezdvadnou vyZivu obyvatelstva.

Stanoveni koncentraci kovi povolenych Hygienickou smérnici spada do
oblasti stopové analyzy. Tohoto oznaceni se pouzivd pro stanoveni obsahu
analytu pod 10 % = 1 mg/kg = 1 ppm. Pro stanoveni takovych koncentracii
je nutno pouzivat nejen drahé a vétsSinou dovozové piistroje, ale hlavné pra-
covat v podminkdch a pouzivat postupy, které stopovd analyza vyzaduje.
Spole¢nymi problémy v§ech metod pro stopovou analyzu je odbér a homoge-
nizace vzorku, nestdlost vzorku, ztraty pfi mineralizaci, kontaminace z pro-
stfedi, Cistota chemikalif, ddvkovani reagencii a v neposledni fad¢ i spravna
interpretace vysledkd. Obecné plati, Ze vyrazné vzristaji potiZe pfi sniZovani
stanovovanych obsahii.
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Na spravnost ziskanych vysledki stanoveni stopovych mnoZstvi kovi ma
nejvetsi vliv piiprava vzorkd, t. j. pfevedeni organického materidlu do roz-
pustné homogenni anorganické formy — tzv. mineralizace. K nejobtiznéji mi-
neralizovatelnym organickym latkam patii tuky a oleje, v nichz je navic limi-
tovany obsah kovi velmi nizky (od setin — Cd po jednotky — Fe mg/kg). Pro
ptipravu vzork tuki a oleji jsou vyuzivany hlavné metody suché mineraliza-
ce [1-4], které, jsou-li provadény dostate¢né pozorné a peclivé, davaji vétsi-
nou vyhovujici vysledky.

Mokra mineralizace se pro oleje a tuky vyuziva velmi ziidka, protoze muze
vychazet pouze z malého mnozstvi vzorku 0,2-0,5 g a nelze pii ni dosahnout
dokonalého rozlozeni matrice. Byly pouzivany smési H,SO, + H,O, [5] a mi-
neralizaty byly méfeny bezplamenovou AAS, ktera je citlivéj$i. Mokra mine-
ralizace [6] neni zatiZzena ztratami, ale riziko kontaminace je vétsi a je-li po-
uzita kyselina chloristé [7], hrozi exploze vzorku.

Dalsi pouzivanou metodou pfipravy tukovych vzorku je extrakce tuki zie-
dénymi kyselinami [8-12], kdy je za zvySené teploty extrahovidn vzorek bud
rozpustény v organickém rozpoustédle, nebo pfimo rozehfaty vzorek.
Extrakce se provadi bud v temperovanych délicich nalevkach, nebo varem
v bankach pod zpétnym chladicem. Extrakty jsou vhodné pro stanoveni AAS
s plamenovou a bezplamenovou atomizaci, pro stanoveni polarografické je
nutnd jejich dalSich uprava.

Velka pozornost je v literatufe vénovana pfimému stanoveni bez tpravy
vzorku pfimym davkovdnim oleje do grafitové kyvety pfi bezplamenovém
AAS stanoveni kovii. Tento zplsob uvadéji materidly [IUPAC [13], ISO [14]
a dalsi autofi. U nds zatim tento zpusob neni rozsiten, vzhledem k nedostatku
vhodné pfistrojové techniky.

V nasi prdci jsme se zaméfili na porovnani dvou zptisobt suché mineraliza-
ce a extrak¢ni metody, které povazujeme v nasich podminkach pro ptipravu
vzorkl tuku ke stanoveni stopovych mnozstvi kovu za nejptijatelné;si.

Metody a material

Extrakce minerdlni kyselinou — stanovované tézké kovy se z oleju a tuku
extrahuji do kyseliny chlorovodikové koncentrace c(HCI) = 5 mol.l-! pfi 75 °C.
Pracovni postup: Diferencné navazeny vzorek (ca 50 g) se prevede do plas-
tované délici nalevky vytemperované na 75 °C. Ke vzorku se pfidad 10 ml SM
HCI a obsah nalevky se diukladné tfepe po dobu 5 minut. Po dokonalém od-
déleni obou fazi se spodni vrstva odpusti pies filtr smoc¢eny SM HCI do 50 ml
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odmérné banky. Ke zbylé tukové vrstvé v délici nalevce se znovu pifida 10 ml
roztoku HCI a extrakce se opakuje. Potfeti se extrakce provede s 10 ml des-
tilované vody. Spojené extrakty se v 50 ml odmérné bance doplni redestilo-
vanou vodou.

Mineralizace tzv. suchou cestou — vzorek tuku se zpopelni pii regulované
teploté nejdiive na elektrickém vafici a poté v muflové peci a popel se rozpus-
ti v 5 % kyseliné dusi¢né.

Pracovni postup A: Do platinové nebo kiemenné misky se navazi piesné
25 g dobife homogenizovaného oleje nebo tuku. Misky se umisti na plotynku
regulovatelného el. vafice, jehoz teplota se za michéani vzorku sklenénou ty-
¢inkou zvedd podle pfesného teplotniho rezimu tak, aby po 3 hodindch do-
sahla 300 °C. Postupné zvySovani teploty je dulezité jednak proto, aby nedo-
chazelo k prskani vzorku a jednak proto, ze pii rychlém zvyseni teploty do-
chazi ke ztratam nékterych kovi a tvorbé nesnadno rozlozitelych latek. Pri
300 °C se vzorky ponechaji na vari¢i nejméné 5 hodiny tak, aby doslo k jejich
zuhelnéni. Zuhelnatélé vzorky se umisti do muflové pece, kterd se rychle vy-
hieje na 300 °C a po 30 minutach se teplota znovu zvysuje po 50 °C az na 500
°C. Na této teploté se vzorek nechd minimélné 6 hodin. Soucasné se vzorky
je nutno zahftivat i prazdnou misku, ktera slouZi jako slepy pokus pro stano-
veni.

Zpopelnény vzorek se pak rozpusti v 3 X8 ml 5% kyseliny dusi¢né za horka
na vodni lazni a pfevede do 25 ml odmérné barky.

Pracovni postup B: Jiny zptisob pfipravy vzorki pfed vlozenim do muflové
pece je jejich spéleni pomoci knotu, ktery se vyrobi z bezpopelného filtrac-
niho papiru. Knot se ponoii do rozehfatého vzorku tuku a zapali se. Vzorek
pomalu vyhoti a zbytek v misce se spali v muflové peci jako v predchozim po-
stupu. Pro slepy pokus je nutno v prazdné misce spélit jeden pfipraveny knot.

Vlastni stanoveni. Sledované kovy byly v mineraliziatech stanoveny meto-
dou plamenové atomové absorp¢ni spektrometrie na pfistroji AAS 3 fy Carl
Zeiss, olovo bylo stanoveno metodou diferen¢ni pulzni anodické rozpoustéci
voltametrie na piistroji PA 3 (Laboratorni pfistroje, Praha). Podminky mé-
feni pro jednotlivé kovy jsou uvedeny v praci [15] a budou podrobné zvefej-
nény v pfipravovaném piispévku [16].

Material — v§echna méfeni byly provdadéna na vzorku rafinovaného ztuze-
ného 100 % tuku vyrobeného z bezerukového fepkového oleje. Ddle byly
analyzovany vzorky surového fepkového oleje a nékterych findlnich vyrobka
ztuzenych kovi a rafinovanych oleja..
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Vysledky a diskuse

Pro zajisténi rozdili mezi navrzenymi metodami, piipadné jejich vhod-
nosti, byly porovnavany nalezené obsahy Fe, Ni, Cu u vzorku ztuzeného
100 % tuku, ktery byl extrahovan SM HCI a mineralizovadn podle postupt
A a B. Obsah Cd a Pb porovnavén nebyl, protoze nalezené hodnoty byly ve
vsech pfipadech pod mezi stanovitelnosti téchto kovi. V tabulce 1 jsou uve-
deny nalezené hodnoty obsahu kovi z 8 paralelnich stanoveni, vypoctené
pramérné hodnoty (x), smérodatné odchylky (s) a variacni koeficienty (v).
Shodnost vysledkl ziskanych jednotlivymi postupy pfipravy vzorku byla pro-
véfena t-testem, tabelovana hodnota ¢, pron = 8aa = 0,05 je 2,145. Je-li vy-
poc¢itand hodnota t mensi nez tato hodnota, neni mezi obéma metodami na

Tabulka 1. Porovnéni jednotlivych zpisobu ptipravy vzorku tuku Iva pro stanoveni kovi
mg.kg!
Table 1.Comparison of the different procedures of the preparation of Iva fat for metal deter-

mination mg kg'!

Fe Ni Cu

Stanoveni!

E A B E A B E A B
1 2,42 2,50 1,70 | 0,45 0,29 0,24 0,04 0,03 0,05
2 2,40 3,02 2,18 | 0,44 0,39 0,25 0,04 0,03 0,02
3 2,51 2,69 2,32 | 0,45 0,29 0,46 0,04 0,04 0,03
4 2,58 2,73 1,77 | 0,44 0,25 0.46 0,04 0,03 0,05
5 2,45 2.21 2,20 | 0,48 0,26 0,38 0,05 0,03 0,05
6 2,62 2,53 192 | 0,42 0,31 0,29 0,04 0,08 0,04
7 2,43 2.18 2,15 0,38 0,35 0,31 0,03 0,05 0,02
8 2,49 2,35 1,98 | 0,41 0,30 0,27 0,03 0,04 0,03
s 2,49 2,53 2,03 | 043 0,32 0,33 0,039 0,041 0,037
s 0,074 0,270 0,206 | 0,028 0,051 0,084 | 0,006 0,016 0,013
v 3,0 10,7 10,1 6,5 15,9 25.4 15,4 39,0 35,1
t 0,377 3,906 5,00 0,27 0,31 0,512

E - extrakce 5 M HCI, Extraction with 5 M HCl,
A - spalovéni (pomalé zuhelnéni vzorku na vafici + muflova pec),

Incineration (slow carbonification of the sample on a cook-stove + muffle furnace),

B - vyhofeni vzorku bezpopelnym knotem + muflova pec,

Burning of the sample by an ashless wick + muffle furnace.
X — primér. Average, s — smérodatna odchylka, Standard deviation, v — variaéni koeficient v %,
Variation coeficient in %, t - hodnota vypoc¢tend podle vzorce, Value calculated according to the
formula, £, — tabelovand hodnota = 2,145, Table value = 2.145.

'Determination.
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hladiné vyznamnosti a = 0,05 statisticky vyznamny rozdil a vysledky jsou

shodné [17].

Vzhledem k tomu, Ze nebylo v naSich moZnostech ziskat ovétené referen-
¢ni materidly tukového charakteru, na kterych bychom si ovéfili spravnost
postupu pii mineralizaci i pfi vlastnim stanoveni, pokusili jsme se o to jednak
pomoci piidavku anorganickych standardi ke vzorkim, a jednak pomoci
srovnavacich analyz na jinych pracovistich. Standardni roztoky kovu jsme
ptidavali pfimo k navazkam vzorka tuku Iva. Velikost pridavku byla volena
tak, aby se obsah kovu pohyboval kolem hodnoty hygienického limitu pro da-
ny kov.

Ziskané vysledky potvrdili spravnost navrzeného postupu mineralizace su-
chou i extrakéni metodou. Hodnoty vytéznosti (recovery) se pohybovali
v uspokojivych relacich [15] a nebylo prokdzano vyznamni sniZzeni obsahu sle-
dovanych kovu v dusledku relativné vyssi teploty [18] pii spalovéani vzorka
v muflové peci.

Z vysledki v tabulce 1 pro stanoveni Fe vyplynulo nédsledovné:

1. Rozdil mezi extrakénim zplsobem a spalovanim na elektrické plotynce
nebyl statisticky vyznamny, byly nalezeny shodné hodnoty, i kdyz u vétsi-
ny dal$ich vzorka byly nachazeny hodnoty extrakéni metodou o néco nizsi
(viz i tab. 2). To je celkem snadno vysvétlitelné tim, Ze je extrahovdno
pouze Fe v iontové formé. Extrakéni metoda md ale velkou prednost
v rychlosti (ca 1 hodina proti minimdlné 16 hodindm suché mineralizace)
a je tedy vhodna hlavné pro rychlé orienta¢ni stanoveni.

. Extrakéni zptsob ma lepsi opakovatelnost stanoveni (nizsi varia¢ni koefi-
cient).

3. Byl zjistén statisticky vyznamny rozdil pro spalovdni pomoci knotu nebo
clektrické plotynky. Pii metodé s bezpopelnym knotem dochazi ke ztra-
tam Fe, a to aZ o ca 20 %, zpusobenym ziejmé strhavanim ¢astic Zeleza
spolu se sazemi, které pifi tomto zpisobu vznikaji ve zna¢né mife. Proto
jsme v dalsi préci tento zplisob nepouzivali, i kdyz je ryhlej$i a méné ne-
pfijemny nez pomalé zuhelnovani na elektrické plotynce.

Pro stanoveni Ni lze vyvodit nasledujici zavéry:

1. Byla zjisténa shoda vysledkid obéma zpusoby spalovani, které maji vétsi
rozptyl vysledkil nez metoda extrakéni.

2. Mezi extrakéni metodou a metodou spalovéni na elektrické plotynce byl
zjistén statisticky vyznamny rozdil, extrakci byly nalezeny vyss$i hodnoty.
Pti spalovani dochazi ziejmé k urcitym ztratdm Ni, coz potvrzuji i nékteré
nase dalsi vysledky.

Obsah Cu ve vzorku se pohyboval na hranici meze stanovitelnosti
0,05 mg.kg™!, ale pfesto se primérné hodnoty u vSech tfi metod shodovaly
a byl zjistén statisticky nevyznamny rozdil mezi nimi. Pro takto nizké koncen-
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trace je pochopitelny velky rozptyl vysedki, i kdyz i zde davala extrak¢éni me-
toda mnohem leps$i opakovatelnost.

V tabulce 2 uvadime pro ilustraci jesté dal$i hodnoty ziskané pii porovna-
vani uz jenom vybranych postupti — extrakce a zuhelfiovani na elektrické plo-
tynce u riznych typl vyrobki Tukového priamyslu.

Tabulka 2. Porovnani jednotlivych zplisobti ptipravy vzorku riznych tuku pro stanoveni téz-
kych kovi [mg.kg™']
Table 2. Comparison of the different procedures of the preparation of different fat samples for
heavy metal determination [mg kg!]

Fe Ni Cu
Vzorek!

E A E A E A
surovy fepkovy olej? 3,15 327 0,06 0,05 | <0,05 <0,05
Iva¢. 1} 1,80 1,87 0,05 0,09 0,09 0,12
Iva¢. 24 0,90 1,12 0,37 0,35 0,08 0,08
Iva¢. 3° 1,33 1,62 0,30 0,30 0,07 0,08
Ceres soft 1,41 1,87 0,06 0,12 0,09 0,06
S-tuk® 0,86 1,03 <0,05 <0,05 0,08 0,09
rafinovany slune¢nicovy olej’ 0,28 0,37 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05
rafinovany fepkovy olej® 0,15 0,25 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05

Vysvétlivky E a A vid v tab. 1.

For explanations E and A see Table 1.

!Sample; “Raw rape-seed oil; *Iva No. 1; *Iva No. 2; *Iva No. 3; °S-fat; 'Refined sunflower oil;
SRefined rape-seed oil.

Zavér

Metody piipravy vzorku ve stopové analyze mohou ovlivnit spravnost zis-
kaného vysledku podle udaju z literatury aZ osmdesati procenty. Je proto vel-
mi dulezité vénovat pozornost standardizaci téchto metod, protoze rizné typy
rostlinnych i ZivociSnych materiali vyzaduji i razné postupy. Obé uvedené
a ndmi vypracované metody byly na navrh &s. strany pfijaty do normy RVHP
— Metody mineralizace tuki a oleju, jejiz koneény navrh byl schvalen zaseda-
nim specialistt RVHP pro normalizaci a v§emi &s. partnery v 1été roku 1989.
Norma RVHP bude zpracovana do soustavy &. norem jakok CSN, &imz bude
dan piedpoklad pro zajisténi spravnosti a reprodukovatelnosti vysedki ana-
lyz zainteresovanych pracovist.
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MeToabi NOArOTOBKH llp06 JKHPOB /i ONpeeiCeHHS HHYTOXKHO MAJIbIX KOJIHYEeCTB
METa/ll10B

Pezome

B paboTe Mbl HaMepuJIMCh Ha TPo6JieMaTiKy ITOATOTOBKM P06 KMPOB 1 MaceJ AJ1d aHa-
Ju3a HUYHOXKHO MAaJjbIX KOJu4ecTB M30paHHBIX Tsaxkesbrx MmerasnoB (Fe, Ni, Cu, Pb
u Cd). CpoBHMBAINCH TPU METOAA, M3 KOTOPBIX ONPaBAJICA IIpeke BCero MeTo SKCTpa-
IMpOBaHMe METAJJIOB U3 XKMPOBOV MaTPUIbI XJIOPMCTOBOAOPOAHOM KMCI0TON. Xopoine
pe3yJIbTaThl MbI IIOJIYYMIIM TaK3Ke IIPY MUHEPaJu3aLuy CyXuM IIyTeM MeJJIeHHbIM CXKUTra-
HyeM npobbl Ha TUTe My B MydenbHon neuyn. O6a Hamyu npezsaraeMble MeToaa 6b1im
npuHATHI B cTagapt COBa. ITpu aHam3ax Mbl HEONPeAe MM IIOBbIIIEHHYO JOJII0 1cCIe-
JIOBaHHBIX METAJIJIOB B UCIILITHIBAEMBIX KMPOBBIX M3LEINAX.
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Preparation of fat samples for the determination of trace amounts of metals
Summary

The work was aimed at the preparation of fat and oil samples for the tracc analysis of some
heavy metals (Fe, Ni, Cu, Pb and Cd). Thrce methods have been compared out of which especial-
ly the extraction of the metals from fat matrix with hydrochloric acid proved cffective. Good re-
sults were also obtained with dry mineralization at slow burning of thc samplc on a cook-stove
and in a muffle furnace. Both methods were suggested to be included into the COMECON
standard. The analyses revealed no increased contents of the metals studicd in the investigated fat
products.
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