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Problematika

Vzhledem k moznym Skodlivym¢inkam nadnérného gijmu fluoru na zdravi zvat a
lidi je obsah fluoru ve vedlejSich pivovarsko-sksttstch produktech, které jsou pouzivany
pro gipravu hospod&kych krmiv, (mlato, sladovy k¥, kvasnice), limitovan v souladu
s ndizenim&. 356/08 pravnihdadu Ceské republiky. Ndzeni odraZi pokyny Evropského
vyboru 2008/76/ES ze dne 2&rvence 2008 a naeni Komise EW. 574/2011 ze dne 16.
cervna 2011, a stanovuje jeho limitéchto matricich na 150 mg/kg.

Producenti krmiv, ¥etné vySe zmignych pivovarsko-sladakych produki, musi ¥novat
pozornost obsahu fluoru ¥ahto komoditach, nelfou nich mize dochazet i kigkroieni
tolerovanych mezi. Z tohotaidodu je nutné mit k dispozici vhodnou metodiku pranoveni
fluoru v €chto matricich.

| CIL METODIKY

Cilem metodiky je fedlozit rutinni, reprodukovatelny postup pro stasriv obsahu
fluoru v pivovarsko-sladakych produktech jako je mlato, sladovyékwa kvasnice pomoci
metody plynové chromatografie, ktery bude refleltoypro tyto komodity stanoveny

legislativni limit 150 mg/kg.



Il VLASTNI POPIS METODIKY

1. Pouzitelnost metody

Metodou Ize stanovit obsah fluoru v mlatu, sladowésiu a pivovarskych kvasnicich.

2. Princip metody
Zvitata jsou vystavena iontové fognprvku, fluoridovému aniontu {f; ktery mize
byt pritomen v krmivech. lonty fluoru, uvainé ze snadno rozpustnych slenin, jsou
témet zcela vsatebatelné z gastrointestindlniho traktu monogasicickdruti pasivni
difuzi. Extrakni postup této metody proto zahrnuje niikyselé gisobeni pomoci 1 mol/l
roztoku kyseliny chlorovodikové, ktera byla vyjadcovat koncentraci Zaludei kyseliny
chlorovodikové 0,1 mol/l — 0,3 mol/l. Poté jsou dtidové ionty derivatizovany a
extrahovany pomoci trimethylchlorosilanu (TMCS) aluenu. Fluoridové ionty jsou
pomoci tohotatinidla prevedeny na trimethylfluorosilan (TMFS).Beh reakci ukazuje
nasledujici schéma:
(CH3)3-Si-Cl + HO « (CHs)3-Si-OH + HCI
(CH3)3-Si-OH + H + F <> (CHg)s-Si-F + HO
K presné kvantifikaci se pouziva n-pentan jako imiitstandard. K vlastnimu
stanoveni se vyuzivd metoda plynové chromatografiepouziti plamenoionizaiho
detektoru. Diky své jednoduchostiiepnosti a citlivosti je pré&vplynova chromatografie

vhodna pro stanoveni i stopovych mnozstvi fluoru.

3. Terminologie a definice
TMCS- trimethylchlorosilan
TMFS— trimethylfluorosilan
GC - plynova chromatografie
FID - plamenoionizéni detektor



4. RuSivé vlivy
Odezvy sledovanych latek v chromatogramu 8@ separované a nebyly z{igy

interferujici latky ruSici stanoveni.

5. Pr¥istroje a zarizeni

» kadinka 250 ml, 150 ml

e odmeérny valec o objemu 100 ml, 50 ml, 25 ml

e pipeta o objemu 100 ml, 20 ml, 20 ml, 5 ml, 2 ml

o stiikacka o objemu 250 pl, 100 pl

* odmeérna baika o objemu 50 ml a 1 000 ml se zabrusem a sktmnzatkou

* papirovy filtr

* Erlenmayerova hika o objemu 100 ml a 250 ml

» Bichnerova nalevka s membranovou&sou

» pasterka

e suSarna

» laboratorni mlynek umaitijici mleti na velikostastic mensi nebo rovné 0,5 mm

* ultrazvukové laze

* lednice s mrazikou

e vahy s pesnosti 0,0001 g

*  pH metr

o trepaka

» kapilarni kolona J&W DB-5 (20 m, 0,18 mm, 0,18 mmebo ekvivalent od jiného
vyrobce

» plynovy chromatograf s n&gtem split/spitless, plamenoionig@m detektorem a
datastanici pro b a vyhodnoceni nagenych dat.

6. Chemikalie, roztoky a materialy
» trimethylchlorsilan
o fluorid sodny
» kyselina chlorovodikova
* n-pentan

e toluen



* redestilovana voda
* siran sodny bezvody
* helium v kvali¢ 5,0

* synteticky vzduch

* vodik v kvalig 5,0.

Priprava roztoku A

50 pl n-pentanu sefida do 100 ml toluenu.

Priprava 1 M kyseliny chlorovodikové

83 ml kyseliny chlorovodikové seiga do odnirné baiky o objemu 1 000 ml a doplni se

redestilovanou vodou po rysku.

Priprava zasobniho a pracovnich roz#ktandardi:

Fluorid sodny se suSifipteplo€ 105 °C po dobu 2 h. Z&sobni roztok standardu se
pripravi navazenim 0,222 g NaF do 100 ml ¢dmé baky a rozpulnim v redestilované
VOock.

Pracovni roztok standardu 1 s#ppavi rozpu&nim 0,1 ml zasobniho roztoku v 100 ml
odmeérné baice doplgné po rysku redestilovanou vodou.

Pracovni roztok standardu 2 siBppavi rozpu&nim 0,5 ml zasobniho roztoku v 100 ml

odmerné baice doplgné po rysku redestilovanou vodou.

Priprava kalibra¢nich standardi

Ke 20 ml roztoku pracovniho roztoku 1 nebo 2 Bdapi 2 ml kyseliny chlorovodikové a
intenzivreé se v ruce préépe po dobu 1 min. Poté siédaji 2 ml chlorotrimethylsilanu. Bka s
touto smési se umisti do ledovéidtt na dobu 15 min. Nasledrse gidaji 3 ml roztoku A a
baika se umisti nar¢paku na dobu 20 min.ip250 ot&ek/min. Po skoteni ¥epani se hika
opét umisti do ledové iiS&, coz naporize k oddleni vodni a organické faze. gl

toluenového extraktu se poté rfédsiou na kolonu plynového chromatografu k analyze.



7. Odbér a pirechovavani vzorki
Vzorky mlata a pivovarskych kvasnic s&e@ stanovenim uchovavaji uzemé v lahvi v
chladnice, pokud doba do stanoveni je delSi nez 2 dny rmrazeném stavu.

8. Postup stanoveni

Priprava vzorku

Mlato

Vzorek mlata se nejprve suskipeplo& 60 °C po dobu 18 h, a poté se umele a
homogenizuje. Do Erlenmayerovyiby se fgesreé navazi 3 g vysSe upraveného mlatads
se 120 ml 1 M kyseliny chlorovodikové anka se umisti do ultrazvukové la&zna dobu 20
min. Béhem sonifikace se kontroluje, aby hodnota pH byéesmensi 4, vifjpad: nutnosti
se fidad 1 M kyselina chlorovodikova. Po skemi sonifikace se vzorek Zfiltruje a ziskany
filtrat se gevede do h&y spol&né s kyselinou chlorovodikovou v mnoZstvi odpovidajic
desetig objemu ziskaného filtratu. Reak snés se intenzivé protepe v ruce po dobu 1
min. V nasledujicim kroku setiga trichlorotrimethylsilan v mnozZstvi odpovidajidesetit
zfiltrovaného objemu, kratce prepe a ponecha na ledow&ti po dobu 15 min. Derivatizaci
vznikly trimethylfluorosilan se extrahuje 3 nmbztoku Atiepanim pi 250 ot&ek/min po dobu
20 min. Nasled& se baka umisti do lazhs ledovouiisti k odaleni vodné a toluenové faze.
V piipact, Ze se vytvll urputnd emulze, k jejimu rozruSeni séd@ bezvody siran sodny v
mnozstvi na Spce IZicky. Nasledd se odebere toluenova faze apP se nagfknou na
chromatografickou kolonu.

Pivovarské kvasnice

Pivovarské kvasnice se zbawepytku vody pomoci Biichnerovy nalevky. Poté sesgE
navazi 10 g kvasnic do ifilky o objemu 250 ml, iida se 120 ml 1 M kyseliny chlorovodikové a
vzorek se umisti na dobu 20 min do ultrazvukovéndaDalSi postup je shodny jako v

piipadt mlata.



GC podminky
» teplota injektoru: 200 °C
* teplota detektoru FID: 250 °C
» teplotni program: 42 °C po dobu 2 min, 20 °C/minl&® °C, 150 °C po dobu 1 min
e split: 1:10
» tlak na hlavu kolony (helium 5.0): 200 kP& 80 °C.

Obrazek 1. Chromatogram vzorku mlata obohaceného tioridem
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=1 TMFS
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—
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9. Vypoket a vyhodnoceni
Jednotlivé latky ve vzorku jsou identifikovany pedetegnich cadi. Friblizné reteni

¢asy jsou uvedeny v tab. 1.

Tab. 1. Fiblizné retenéni ¢asy TMFS a n-pentanu jako vni¥niho standardu

Latka Riblizny retergni ¢as (min)
TMFS 0,98
n-pentan 1,10

Vysledek se vyptie podle nasledujiciho vzorce:

c= A/z* AISst* Cst*vst

At As* M,
c koncentrace fluoritl ve zkuSebnim vzorku (mg/kg);
Avz plocha TMFS ve zkuSebnim vzorku;
Ausst plocha n-pentanu v kalibtaim standardu;
Cst koncentrace fluoridl kalibratniho standardu (mg/l);
Vst objem pracovniho roztoku pouzitého ke kalibragi (1)
Ast plocha TMFS v kalibrénim standardu;
Aisvz plocha n-pentanu ve zkuSebnim vzorku;
myz hmotnost vzorku pouzitého k extrakci (kg).

Vzhledem k dohog kdeVsi= 0,02 |, sec vypaocita nasledovén

o = A" Asy”Cq *002
e A‘st * A1$vz* r‘n\/z

10



10. Parametry metody

Spravnost
Spravnost metody byla stanovena pomoci hodnaiZzmgsti. Nejprve byl stanoven
obsah fluoru v @i vzorcich mlata a pivovarskych kvasnicich. Potoyly stejné vzorky
obohaceny fluoridem sodnym r&yiech koncentr@ich drovnich (2,27; 41,66; 504 a 1515
mg F/kg) a obsah fluoru byl stanoven opakowvaikazdy pokus byl opakovanétrat.
Vysledky jsou uvedeny v tab. 2.

Tab 2. VytéZznost metody stanoveni fluoru ve vedlejSich pivovako-sladaskych

produktech
Hladina obohacen (mg/kg) Vytéznos (%) RSD? (%)
2.21 9¢ 12
41.6¢ 9¢ 11
504 97 8
151¢ 96 5

#RSD, relativni srérodatna odchylka

Opakovatelnost

Opakovatelnost metody byla stanovena poméikirat opakovanych analyz jednoho a téhoz
vzorku mlata a pivovarskych kvasni¢hem jednoho dne. Vysledky jsou uvedeny v tab. 3.

Mez detekce a mez stanoveni

Mez detekce byl stanoven jako trojnasobek standaodichylky ziskané analyzou 7
totoznych vzork o nizkém obsahu fluoru (0,1 mg/kg). Mez stanovewli urcen jako
desetinasobek standardni odchylky ziskané analyztatoZznych vzork o nizkém obsahu
fluoru (0,1 mg/kg). Vysledky uvadi tab. 3.

11



Linearita
Byla prontiena g@tibodova kalibrani kiivka v rozsahu koncentraci 0 — 2 000 mg/kg.

Hodnota koeficientu linearni regrese je uvederebv 3.

Tabulka 3. Validaéni charakteristiky stanoveni fluoru ve vedlejSich pvovarsko-

sladafskych produktech

r Vytéznost (%) Opakovatelnost Mez detekce Mez stanoveni
(mg/kg) (mg/kg)
RSD (%)
0.9995 >96 13 0.007 0.02

21, regresni koeficient kalibéai kiivky. ® RSD, relativni standardni odchylka.

Nejistota metody

Tabulka 4. RozSfena nejistota (mg/kg)

RozsStena nejistota (mg/kg) | 0,04|

12



Il SROVNANI NOVOSTI POSTUPU

Ke stanoveni obsahu fluofidse obvykle pouziva metoda iontoselektivni elektrody.
Odeitani elektrodového potencialu roztoku vzorku miongi v linearni oblasti kalibgani
kiivky. V opaném ipad se doportuje stanoveni koncentrace fluaridpomoci
interpola&nich hodnot potenciélu v nelineérni oblasti kakbiaiivky.

VySe popsand metodika stanoveni fluoridu vyuZiva&otptomu dostupnou a vice
univerzal@ pouzitelnou instrumentaci, a to plynovou chromedéiy Postup se vyzriaje
rozsahlou linearni oblasti kaliira kiivky. Pri pouziti davkovae vzorki Ize navic viastni
stanoveni na plynovém chromatografu zautomatizovat.

Shrnuti: Now¢ vyvinutd metodika umaitije stanoveni fluoridl ve vedlejSich pivovarsko-
sladaskych produktech a to v koncentracich hluboko pottém vyjadenym legislativnim

piedpisem a je ji mozné pouZzivat pro rutinni kontrolu

13



IV POPIS UPLATNENI METODIKY

Metodika bude uplatima pro stanoveni obsahu fluoru v mlatu a pivovarskgvasnicich.
Tyto informace vyuZziji pivovary pro mozné vyuzitichto vedlejSich produktke krmnym

nebo potravingkym &elim.

V EKONOMICKE ASPEKTY METODIKY

Ekonomické aspekty nelze jednozn& vycislit. Metodiku vyuZije uZivatel vysledku
zejména pro vyuku, a dale spiie s poskytovatelem metodiky pro monitoring obsaloril

v krmivech pochézejicich z pivovarskych surovi@R.
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