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Bakalarskou praci tvoii literarni reSerSe na téma ,Kvalitativni znaky a autenticita
moravskych vin®, ktera je vénovana vyskytu minerdlnich latek ve ving a jejich analytickému
stanoveni.

Je zde obsazen piehledny popis analytickych metod pouZivanych pii hodnoceni
kvality a autenticity se zaméfenim na mineralni latky ve viné. Tyto latky se do vina dostava;ji
piedevsim z pudy a spolu s dalsimi vlivy pfispivaji k odrazu ,.terroir” ve vin¢ urcité oblasti.
Tento vyraz pochazi z francouzstiny a presny pieklad je puda. V souvislosti s vinem ale
znamena soucinnost mnoha faktord, které se podileji na vysledné kvalit¢ vina. Timto vyrazem
tedy miizeme popsat charakteristickou chut’ a viini vina z konkrétni oblasti.

V soucasnosti je celosvétovy trend koncentrovat vyrobu a tim c¢asteCné likvidovat
malé vyrobce. Ale pravé ti dokédzi udrzet rozmanitost a oblastni zvlaStnosti vin. Snad kazdy
Cech si pod slovem ,,vino* vybavi moravské oblasti a s nimi spjaté vinohradnictvi a vinafstvi.
A jelikoz kazdéa oblast je ve svych vinech origindlni a moravsk4 vina se dostavaji mezi
nejlepsi i ve svétovém zebticku, nemusime se bat, Ze by se regionalni vinafeni neuchovalo pro
pristi generace.

Stanovenim minerélnich latek ve viné zjistime nejen kvalitu ale i autenticitu, neboli
pravost, ur¢itych vin a miizeme vytvoftit profily vin z raznych oblasti. Pro takovéto hodnoceni
se pouzivaji metody: HPLC, ICP, NMR, IRMS atd. V této praci je popsano rozdéleni téchto
metod podle technik, kterymi jsou vzorky zkoumény, a na jakém principu jsou tyto metody

koncipovany, popt. které prvky se jimi pfednostné stanovuji.

Klicova slova: mineralni latky, autenticita, kvalita, terroir, analytické metody



Summary

The bachelor thesis is a literary review of ,,Qualitative characteristics and authenticity
of Moravian wines®, which is devoted to the occurrence of minerals in the wine and their
analytical determination.

Here is included the lucid description of the analytical methods used in assessment of
quality and autenticity, with an intent on minerals in wine. These substances infiltrate into a
grape-vine first from the soil and together with other factors contribute to the reflection of
»terroir® in the grape-vine of each particular area. This term comes from the French and its
accurate translation is the soil. But in the context of wine it means the cooperation of a
number of factors, which contribute in various proportions to the resulting quality of grape-
vine and the final wine itself. Therefore this expression can describe the characteristic taste
and smell of wine from a particular area.

At present the global trend is to concentrate production, which partially leads to
liquidation of small producers. However it is just the small producers whose wines often
maintain the diversity and particularities of a specific region. Perhaps each and every Czech
has the word ,,wine* tied to the various Moravian areas and to them related viticulture and
winemaking. And since each area is entirely unique in its wines, and since Moravian wines
rank among the best on the global scale, we don’t have to be afraid that the regional
winegrowing should die out for future generations.

By determining minerals in the wine we don’t only find quality but also the
authenticity of definite wines and we can create profiles of wines from different regions. For
such a determination, the following methods are commonly used: HPLC, ICP, NMR, IRMS
etc. This thesis describes the distribution of these methods according to techniques used to
examine wine samples and according to broader principles which into which these methods

fall, eventually according to the various elements that are measured by these methods.

Keywords: minerals, authenticity, quality, terroir, analytical methods
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1 Uvod

Téma ,kvalitativni znaky a autenticita moravskych vin“ jsem zvolila proto, Ze se
moravska vina stdvaji stdle vice oblibenymi jek mezi Ceskymi konzumenty, tak mezi
zahrani¢nimi. V poslednich letech vyrazné stoupa 1 jejich kvalita. Dostalo se jim ocenéni na
prestiznich mezinarodnich soutézich napt. v Monte-Carlu aj. Vinaii z Moravy d¢laji vse
proto, aby se vyroba vina v téchto oblastech zachovala i1 pro dal$i generace a aby se moravska
vina dostavala stale vice do podvédomi konzumentti. Tato vina maji osobity charakter dany
klimatickymi a geologickymi podminkami Ceské republiky. A i pfes rostouci vliv
celosvétového trhu a predevsim nejvyznamnéjSich vinafskych zemi se jisté vinafstvi na

Moravé i1 nadale bude fadit k tém, kterd patii mezi svétové uznavana.



2 Cil

Cilem bakalaiské prace je vytvoreni profill vin z rliznych oblasti pomoci chemickych
analyz se zaméfenim na minerdlni slouceniny. Minerdlni slouceniny v hroznech a viné
pochazi z pudy, ve které je réva vinna péstovana a mohou pfispet k odrazu ,terroir* v uréitém

vine.



3 Literarni reSerse

3.1 Vinarstvi v Ceské republice

Péstovani vinné révy na nasem uzemi je podle geologickych nalezi zndmo necelé dva
tisice let, k rozS8ifeni vinafstvi v Siroké mife vSak doSlo az za vlady Karla IV. V minulosti,
optedené¢ tadou baji, povésti a pover, se vyroba vina vyvinula v moderni potravinarské
odvétvi s prevladajici velkovyrobou, a¢ nemaly podil vina stale pfipada 1 na malovyrobu.
Vnas$i zemi patii vinafstvi k méné rozsahlym primyslovym odvétvim, ale s moderni
technologii a dobrou technickou zékladnou a vybornymi viny vysoké kvality. Péstovani vinné
révy je podminéno vhodnymi klimatickymi a geologickymi podminkami (Cepi¢ka 2002).

Révové vino, a¢ nepatii mezi zakladni potraviny, obsahuje i latky nezbytné pro vyzivu
&lovéka, jako sacharidy, bilkoviny, mastné kyseliny, vitaminy a mineralni latky (Cepicka

2002).

3.2 Mineralni slou€eniny ve viné

3.2.1 Mikroprvky - avod

Pojeti autenticity napojii nebo potravin vSeobecné lze definovat jako shodu se
standardem. A pravé ziskavani autentickych vzorkd ndpoji a méfeni jejich parametrii je
nedilnou soucasti identifikace jejich falSovani (Mazac¢, Balik a Golid§ 1997). Pocet
anorganickych a organickych sloucenin, které mohou byt stanoveny ve viné mize presahnout
1000. Pouze asi 50 z nich jsou anorganické slouceniny a jejich pocet je omezen poctem prvki
v periodické tabulce. Koncentrace mineralnich latek ve viné je max. 1000 mg/l, mnozstvi
stopovych prvkl je okolo 1 mg/l a méné a ultra-mikroelement je 1 pg/l nebo ménég. Je
pravidlem, zZe koncentrace vSech mineralnich latek nepfesahuje 5 g/l vina. Tyto latky zahrnuji
stopovych prvkll je nizsi nez 50 mg/l a ultra-mikroelementi 50 pg/l vina (Linskens and

Jackson 1988).



3.2.2 Obsah mikroprvki ve viné

Celkovy obsah mikro- a ultra-mikroelementt se u komeréné dostupnych vin sklada ze
souctu primarniho a sekundéarniho obsahu. Zpravidla je vino analyzovéno na celkovy obsah,
protoze urceni primdrniho obsahu je velice ndro¢né. Primarni je obsah pfirozené se
vyskytujicich latek v pad¢, které se prostfednictvim kotent pievedou do hroznt a odtud do
vina. Casto se jedna o charakteristickou a nejvétsi ¢ast z celkového mnoZstvi a pohybuje se
v Sirokém rozpéti v zavislosti na geologické formaci, ve které se vinice nachdzi. Sekundarni
obsah mikroelementti je zptisoben kontaminaci pfirodnich nebo umélych zdroji. Pfirodni
kontaminace je prakticky nevyhnutelna. Je spojena se zemépisnou polohou vinice. Pokud jsou
hrozny péstovany v bezprostiedni blizkosti mofte, solnych jezer nebo aktivnich ¢i neaktivnich
sopek, pak vina z téchto regiont ¢asto vykazuji zvySeny sekundarni obsah As, B, Cl, I, Fe,
Mn, Hg, Na a Zn. To je ddno dodatecnym piijmem téchto prvka piimo pies hrozny. Uméla
kontaminace je vzdy antropogenniho ptvodu, s riznymi pfi¢inami, které lze rozdélit do 3
skupin: primysl, nedovolené pfidavani a ,,vyrobni“ kontaminace. Je témét vzdy mozné se ji
vyhnout nebo ji alesponi znacné omezit. ZvysSeny sekundarni obsah As, B, Cd, Pb, Hg nebo Tl
muze byt nalezen u vin pochézejicich z vinic v okoli tovarny, metalurgickych zavodu,
vyrobny cihel, uhli a paliva pro elektrarny, dilni cinnosti nebo dalnice. ,,Vyrobni*
kontaminace je zplisobena kombinaci vSech faktorii spojenych s péstovanim vinné révy
(hnojiva, boj proti sktidciim) a vyroby vina (vinobrani, zpracovani, skladovani, pteprava).
Tyto aktivity jsou jen ziidka, pokud vibec, pfi¢inou sekundarni kontaminace (Linskens and
Jackson 1988).

Anorganické slozky (mg/l) vina (typické hodnoty béZnych obsahti) (Eschnauer 1986)

1000 - 10 10 -1 1-0,1 0,1-0,01 0,01 - 0,001 <=0,001
K 370-1120 | B 5-2 Al 09-05 |As 0,02-0,003 |Co 0,02-0,001 |Sb 0,006
Mg 60-140 Fe 1 F 05-005 |Ba 0,3-0,04 Mo 0,01-0,001 |Be 0,00008
Ca 70-140 Cu 05 |l 06-01 |Pb 0,1-0,03 Ag 0,02-0,005 |Cd 0,001
Na 7-15 Mn 5-15 |Rb 42-02 |Br 0,7-0,01 Cs 0,0027
C 100-120 Si 6-15 Sr 35-0,2 |Cr 0,06-0,03 Au 0,00006
P 130-230 |Zn 35-05(Ti 03-0,04 {Li 0,2-0,01 Hf 0,0007
S 5-10 Ni 0,05-0,03 Nb 0,001
Cl 20-80 V 0,26 - 0,06 Hg 0,00005
Sn 0,7-0,01 Se 0,0006
Ta 0,0005
TI 0,0001




Bi 0,00015

W 0,003

Vzacné zeminy

Radioaktivni

prvky

3.2.3 Identifikace mikroprvki

Identifikace stopovych prvkil ve vin€ je také dilezitd ze 2 hledisek: s ohledem na
pfisun mikrozivin ve vinné révé a obsah zakladnich nutri¢nich latek, na které¢ klade diiraz
¢lovek. Pro zdravy rist révy nejsou dilezZité pouze makroprvky, ale i stopové prvky a ultra-
mikroelementy jako B, Mn, Cu, Co, Zn. Nékteré mineralni latky a stopové prvky jsou zivotné
dualezité pro lidsky organismus a musi byt pfijimany s denni stravou v dostatecném mnozstvi.
Vino mize pfispét nejen mineralnimi latkami, které zahrnuji K, Ca, Mg, ale také tadu
podstatnych stopovych prvki jako je Cr, Co, Fe, F, I, Cu, Mn, Mo, Ni, Se, Zn (Sn, V, Si)
(Linskens and Jackson 1988).

3.3 Analytické metody pouzivané pfi stanoveni mikroprvki

3.3.1 Uvod do problematiky

Pojeti autenticity ndpoji nebo potravin vSeobecné lze definovat jako shodu se
standardem. A pravé ziskavani autentickych vzorkd ndpojii a méfeni jejich parametri je
nedilnou soucasti identifikace jejich falSovani (Mazac, Balik a Golias 1997).

Existuje rostouci zajem spotiebitelli o vysoce kvalitni potravinarské vyrobky s jasnym
zemepisnym ptivodem. Tyto produkty jsou podporovany a pro kontrolu jakosti jsou nezbytné
vhodné analytické techniky [Luykx, D.M.A.M. and Van Ruth, S.M. 2007 - online].

Ty se daji rozclenit do riznych skupin. Mezindrodni organizace pro révu vinnou a
vino je ve svém Kompendiu O.1.V. ¢leni do ¢tyt skupin (metody typu I — IV). Metody typu I
jsou metodami kriteridlnimi (jedine¢nymi), metody typu II jsou metodami referen¢nimi a plné
validovanymi, metody typu III jsou metodami ,,z4loZznimi* k metodam referenénim a metody
typu IV jsou metody bézné, tzv. provozni metody bez validace (Mikes 2008).

Riiznymi technikami jsou sledovény organické slozky, mineralni podil nebo jejich

kombinace. Chemometrické analyzy poskytujici pomoci analytickych pfistroji udaje o vice




komponentech najednou, mohou Iépe vyjasnit ptivod potraviny. Pokud maji komponenty
dostate¢nou popisujici silu, je tfeba nastavit jejich koncentrace, které budou ptedstavovat
charakteristicky vzor geografického ptivodu vzorku. Chemometrické metody umoziuji
detekovat tyto vzory a pomahaji odhalit zemépisny ptivod vzorkl. Z tohoto pohledu jsou
metody Clenény podle technik, kterymi jsou vzorky zkoumdny. Podle tohoto tfidéni se
analytické pfistupy déli rovnéz do Ctyf skupin — hmotnostni spektrometrické techniky,
spektroskopické techniky, separacni techniky a jiné techniky [Luykx, D.M.A.M. and Van
Ruth, S.M. 2007 - online].

3.3.2 Zakladni piehled

Prehled analytickych metod, které mohou byt pouzity k ur¢eni zeméepisného ptivodu

potravin, zkratky v zavorce [Luykx, D.M.A.M. and Van Ruth, S.M. 2007 - online].

Princip Hlavni technika Specifické formy techniky
Hmotnostni Isotope ratio mass spectrometry .
spektrometrie (IRMS) Continuous flow IRMS (CF-IRMS)

Inductively coupled plasma mass

spectrometry (ICP-MS) Dual inlet IRMS (DI-IRMS)

Proton transfer reaction mass
spectrometry (PTR-MS)

Gas chromatography mass
spectrometry (GC-MS)

Nuclear magnetic resonance

Spektroskopie spectroscopy (NMR) Low resolution NMR
High resolution NMR (e.g., site specific natural
isotope fractionation (SNIF))
Infrared spectroscopy (IR) Fourier transform IR (FTIR)

Mid-infrared IR (MIR)

Near-infrared IR (NIR)



Princip Hlavni technika Specifické formy techniky

Fluorescence spectroscopy Front-face fluorescence spectroscopy

Atomic spectrosco Atomic absorption spectroscopy (AAS)
P Py p P Py

Atomic emission spectroscopy (AES)

High performance liquid

Separacni techniky chromatography (HPLC)

Gas chromatography (GC)

Capillary electrophoresis (CE)

Jiné techniky Sensor technology ‘Electronic nose’
DNA technology Polymerase chain reaction (PCR)

Sensory analysis ...

3.4 Hmotnostni spektrometrické techniky

Hmotnostni spektrometrie (MS) se pouziva pro objasnéni slozeni vzorku generovanim
hmotnostniho spektra zastoupenych slozek [Luykx, D.M.A.M. and Van Ruth, SM. 2007 -
online].

Metoda byla vyvinuta poc¢atkem 20. stoleti a plivodné byla vyuZzivana zvlasté ve fyzice
a chemii, mj. byly pomoci této metody objeveny stabilni izotopy prvki. Po dlouhou dobu byla
hlavni metodou analyzy ropnych produktli a analyzy tékavych organickych latek obecné
[Tiskové zpravy AV CR 2006 — online].

Pracuje s délenim podle poméru m/z, kde m je hmotnost a z je naboj fragmentu.

Vzorek se nejprve musi ionizovat, coz ¢asto vede k fragmentaci molekuly a vzniklé ionty se


http://cs.wikipedia.org/wiki/Hmotnost
http://cs.wikipedia.org/wiki/Elektrický_náboj

posléze deli pomoci elektromagnetického pole. Ziskame pak spektrum jednotlivych hmotnosti
délenych ndbojem. Déleni probiha ve vakuu a moZznosti déleni jsou v podstaté troji:

Prvni moznosti je urychlovani elektrickym polem, takze fragmenty s mensSim
pomérem m/z doleti k detektoru dfive; zdznam tedy zavisi na Casu letu iontu a ndzev tohoto
typu spektrometru je tedy Time-of-flight (TOF).

Druhd moznost vyuziva magnetismus, nebot’ se draha nabité ¢astice v magnetickém
poli zakfivuje pfimo umérné intenzité magnetického pole. Nej€astéji drahu iontu upravuje
proménlivé magnetické pole mezi tzv. kvadrupdlem.

Tteti moznosti hmotnostniho analyzatoru je analyzator typu iontova past [Wikipedia

2009 — online].

3.4.1 Hmotnostni spektrometrie (IRMS) — izotopicky pomér méireny MS

Irms je technika, kterd mtize odliSit chemicky identické slouceniny na zéklad¢ jejich
obsahu izotopu (Brenna, Corso, Tobias & Caimi, 1997). Obecné lze fici, ze izotopické slozeni
zakladnich slozek zemédélskych vyrobku (bilkoviny, sacharidy, tuky, mineralni latky) zavisi
na rtuznych faktorech. U nékterych z téchto faktorti lze ocekavat, ze budou svédcit o
zemépisném puvodu, jiné jsou vice spojené s vyrobnimi faktory. Tyto faktory zahrnuji
pouzivani hnojiv, sezéonni vykyvy a geologické faktory (napft. slozeni piidy, nadmoiska vyska,
apod.). Zejména tyto faktory, které ovliviiuji pomér stabilnich izotop, 1ze pouzit k piifazeni
regiondlniho plivodu zemédélskych produkti. Irms data jsou obecné shromazd’ovany z
nékolika prvki a vyklddany pomoci chemometrickych metod [Luykx, D.M.A.M. and Van
Ruth, S.M. 2007 - online].

Tato metoda méti pouze celkové izotopické pomeéry, tzn. celkové poméry pro danou

latku (Mazac, Balik a Golias 1997).

3.4.1.1 CF-IRMS a DI -IRMS

Dva nejcastéjsi typy nastrojii Irms jsou kontinualni tok (CF-Irms) a duélni ptivod (DI-
Irms) (Benson, Lennard, Maynard, & Roux, 2006). S DI - Irms, musi byt vzorky k analyze
pripraveny (tj. pfevedeny do jednoduchych plynl) pfed stanovenim. "K tomu se vyuziva

specidlné konstruovaného aparatu sloZzeného z vakuové linky, cerpadla, koncentratord,


http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Kvadrupól&action=edit&redlink=1

reakéni pece a mikro-destilaéniho zafizeni. Tato technika je Casové narocna, obvykle
vyzaduje vetsi mnozstvi vzorku a v kazdém kroku se miiZze objevit kontaminace a frakcionace
izotopu. FS - Irms je technika, kterd se skladd z nosného plynu - helia, ktery s sebou nese
analyt plynu do iontového zdroje Irms. Tato technika se pouziva pro pfipojeni Irms k fadé
automatizovanych zafizeni pro ptipravu vzorku. Zatimco DI - Irms je obecné nejvice piesna
metoda pro méfeni stabilnich izotopickych pomérli, CF — Irms nabizi ptipravu vzorku piimo
pfi stanoveni, velikost vzorku mensi, rychlejsi a zjednoduSené analyzy, zvySeni efektivnosti
nakladli a moznost propojeni s dal§imi technikami, véetn¢ elementdrni analyzy, plynové
chromatografie (GC) a kapalinové chromatografie (LC) [Luykx, D.M.A.M. and Van Ruth,
S.M. 2007 - online].

V praxi to znamend, ze Irms samostatné ¢i kombinovand s jinymi technikami (napf-.,
elementarni analyzou, NMR, GC nebo chemometrickymi metodami) jiz byla pouzita k urceni
zemépisného piivodu riznych potravinaiskych vyrobkll [Luykx, D.M.A.M. and Van Ruth,
S.M. 2007 - online].

3.4.2 Hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem (ICP-MS)

ICP-MS neboli hmotnostni spektrometrie s indukéné véazanym plazmatem je
ultrastopova analytickd metoda slouzici ke stanoveni obsahu stopovych mnozstvi jednotlivych
prvkl v analyzovaném vzorku. Tato technika umoziuje analyzovat témét vSechny prvky od
lithia po uran s citlivosti od jednotek ppt po stovky ppm [Wikipedia 2009 — online].

Princip metody: roztok analytického vzorku je zmlZen a vznikld mlha je proudem
argonu vedena do hotfdku, ve kterém je za pomoci stfidavého vysokofrekvencniho
magnetického pole udrzovano argonové plazma o teploté 6 000 — 10 000 K. Za takovych
podminek se rozpoustédlo okamzité odpafi a zanikaji chemické vazby v molekuldch
ptitomnych sloucenin. Jednotlivé volné atomy ve vétSiné piipadi vytvoii jednou kladné
nabité ionty Me", které jsou dale unaseny do piechodové komory, kde je snizen tlak plynu na
ptiblizn& 0,01 Torru. Po priichodu do vstupu k detektoru klesa tlak na fadové 10™ Torru a
ionty se systémem elektromagnetickych cocek dostavaji do kvadrupdlového detektoru. Zde
jsou analyzované ionty vedeny takovym zplisobem, aby na povrch zesilovace dopadly v
daném casovém okamziku pouze ionty se zvolenou hmotnosti. Dopadem na povrch
zesilovace vznika velmi slaby elektricky proud, ktery je ndsledné zesilen a je zmétena jeho

intenzita. Pomoci vypocetniho programu jsou naméfené intenzity signalu pievedeny na
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koncentracni data a vysledkem analyzy jsou tudaje o koncentraci méfenych prvki v
analyzovaném roztoku [Wikipedia 2009 — online].

I kdyz je mozné v zédsad¢ stanovit stejné prvky jako atomovymi spektroskopickymi
technikami, ICP-MS ma nesporné vyhody v multi-prvkové charakteristice, rychlosti analyzy,
detek¢nich limitech a izotopickych schopnostech. Vedle tohoto, na rozdil od atomové emisni
spektrometrie, ICP-MS spektrometrie miZe pifijmout pevné i kapalné vzorky [Luykx,
D.M.A.M. and Van Ruth, S.M. 2007 - online].

V soucasné dobé se metodou ICP-MS kazdodenné provadi desetitisice analyz
nejriznéjSich druht potravin a piipravki slouzicich jako sloZky potravy s cilem kontrolovat
obsah vybranych toxickych prvki jako olovo, kadmium, arzen, nikl, berylium nebo rtut’
[Wikipedia 2009 — online].

ICP-MS je casto kombinovdna s IRMS, ale také atomovou absorpéni / emisni

spektrometrii pro simultdnni elementéarni analyzy a LC (Gémez-Ariza et al., 2006).

3.4.3 Hmotnostni spektrometrie — pienos protoni (PTR — MS)

PTR-MS umoziuje kvantitativni monitoring tékavych organickych latek (VOC)
([Hansel and Mark, 2004] a [Lindinger et al., 1998]). Zakladni rozdil mezi klasickou MS a
PTR-MS je mékké ionizace, kterd se pouziva k ionizaci organickych molekul. PTR-MS
pouzivd chemickou ionizaci, v niz VOC molekuly (analytu) reaguji s nabitymi ionty, ve
vétsing piipadi s oxoniovymi kationy (H3O') vyrobenymi v externim doutnavém vyboji
iontového zdroje pracujiciho v &isté vodni pate. H;O" ionty pienaseji proton vyhradné VOC
molekul, které maji protonovou afinitu vyssi nez voda, tim se ziskava protonovy analyt VOC.
V PTR-MS je elektrické pole, které urychluje postup iontti pies reakéni komory (Critchley et
al., 2004). Pritomnost této oblasti miize vést ke srdzce - indukovana disociace iontl. Po
skenovani celkového rozpéti budou ziskéany ,,otisky* t€kavych slouc¢enin [Luykx, D.M.A.M.
and Van Ruth, S.M. 2007 - online].

Velkou vyhodou PTR-MS, hned vedle absolutni koncentrace, je, ze fragmentace
analytu molekuly je velmi redukovédna, a tak vyrobend hmotnostni spektra je mnohem
jednodussi interpretovat a je jednoduché je vycislit ((Hansel and Mark, 2004] a [Lindinger et
al., 1998]). Piesto je PTR-MS jedno-dimenziondlni technika, kterd charakterizuje slouceniny
pouze pies jejich hmotnost a ktera neni dostateCnd pro pozitivni identifikaci jednotlivych

VOC [Luykx, D.M.A.M. and Van Ruth, S.M. 2007 - online].
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3.4.4 Plynova chromatografie s hmotnostni spektrometrii (GC-MS)

GC (plynova chromatografie) oddéluje slozky ze smési a MS (hmotnostni
spektrometrie) charakterizuje kazdou slozku jednotlivé. Timto zplsobem lze kvalitativné a
kvantitativné analyzovat slozité smési obsahujici fadu sloucenin. K tomu, aby sloucenina
mohla byt analyzovdna pomoci GC-MS, musi byt dostatecné tékava a tepelné stabilni. V GC-
MS jsou ionty potiebné pro hmotnostni analyzu obvykle tvofeny elektronovym vlivem
ionizace. Plynové molekuly jsou ,,bombardovany vysokou — energii“ elektronového paprsku
(70 eV). Vzhledem k tomu, ze MS detektor je uréen pouze pro analyzu Cistych materiali, je
tteba brat v tvahu peclivou ptipravu vzorku pied pouzitim v GC-MS. GC-MS je jednou z
nejcastéji pouzivanych technik a piedstavuje metodu volby pro analyzu potravin kvili své
vysoké reprodukovatelnosti (Pillonel et al., 2003). Nicméné, tato technika je pomérné draha a

¢asové¢ narocna [Luykx, D.M.A.M. and Van Ruth, S.M. 2007 - online].

3.5 Spektroskopické techniky

3.5.1 Spektroskopie nuklearni magnetické resonance

Nukledrni  magnetickd  resonance (NMR) je jednou znejdlleZitéjsSich
spektroskopickych technik pouzivanych v chemickém, biochemickém, biologickém a
medicinském vyzkumu [Pinkas, J. a Moravec, Z. 2007 — online].

Je to fyzikalné-chemickd metoda vyuzivajici interakce atomovych jader (s nenulovym
jadernym spinem, napf. °C) s magnetickym polem. Zkouma rozdéleni energii jaderného
spinu v magnetickém poli a pfechody mezi jednotlivymi spinovymi stavy vyvolané
pusobenim radiofrekvencniho zéafeni [Wikipedia 2008 — online].

Podle chovani v magnetickém poli Ize jadra vSech prvki rozdélit do dvou skupin:

1) jadra s magnetickym momentem

2) jadra bez magnetického momentu

Nuklearni magnetickou rezonanci lze vyvolat jen u jader s magnetickym momentem.
Mezi né€ patii jadra, ktera maji lichy pocet protonti nebo nukleont. Z praktického hlediska se
jevi jako nejvyznamnéjs§i NMR jader o kvantovém c¢isle 2 (*n, *°c, *°n, °F, **p). Hovofime

potom o 'H-NMR, C-HNMR, ""N-NMR, ... spektroskopii. Jadra s vét§im kvantovym
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¢islem (°H, *°B, ''B, ''N, ''0) davaji pfili$ slozita NMR spektra a jsou tedy mén¢ vhodna pro
praktickou aplikaci. Mezi jadra bez magnetického momentu patii tfeba *?c a *¢o, proto je,
ikdyz se Gasto vyskytuji v organickych molekulach, nemiizeme méfit [Rezanka, P. 206 —
online].

Nejcastéji kapalny vzorek je pii NMR spektroskopii umistén mezi poly silného
elektromagnetu. Pisobenim tohoto magnetického pole dochazi k energetickému odliSeni mezi
obéma spinovymi stavy. Pfi méfeni je vzorek ozafovan vysokofrekvenénimi pulsy (pfedavani
energie vzorku, excitace), jejichz dusledkem je piechod zjednoho spinového stavu do
druhého. Pfi relaxaci do plivodniho stavu dochdzi k uvolnéni energie, ktera je registrovana
(zé&vislost energie na Case) a Furierovou transformaci pfevedena na spektrum (zavislost
intenzity signalu na frekvenci) [Rezanka, P. 2006 — online].

V analyze potravin se pouzivaji dva typy NMR - nizké rozlisSeni NMR (LR-NMR) a
NMR s vysokym rozliSenim (HR-NMR) (Ibafiez & Cifuentes, 2001). Dnes jsou LR-NMR
nastroje (vyuzivajici frekvenci 10-40 MHz) malé, snadno ovladatelné a pomérné levné. Proto
jsou vhodné k provadéni rychlych a reprodukovatelnych méfeni. Nicméné LR-NMR vyzaduje
referenéni metody k provadéni kvantitativnich analyz a v mnoha pfipadech je pfesnost
metody limitujicim faktorem. HR-NMR (pouZzivajici frekvenci nad 100 MHz) byla pouzita ve
vice studiich pravosti potravin nez LR-NMR (Reid, O'Donnel & Downey, 2006). Vyhodou
HR-NMR nad LR-NMR je, Ze je mozZzné ziskat mnohem podrobné;jsi informace o molekularni
struktufe potravinafského vzorku. Mezi hlavni nevyhody patii, Ze je jednou z nejvice

nakladnych analytickych technik (Ibafiez & Cifuentes, 2001).

3.5.1.1 SNIF-NMR

Jednou z hlavnich soucasnych aplikaci HR-NMR je SNIF-NMR (Ibafiez & Cifuentes,
2001). Touto metodou lze métit pomér izotopt D/H v jednotlivych ¢astech molekuly. Metoda
je zaloZena na kvantitativnim meéfeni obsahu deuteria. Méteni mistné specifickych poméri
pomoci metody SNIF-NMR pfinasi novou informaci o botanickém ¢i syntetickém ptvodu
molekuly, o geoklimatickém prostiedi pii biosyntéze molekuly nebo o technologickych
podminkach vyroby produktu. Tyto informace nelze ziskat jinymi metodami (Maza¢, Balik a

Golias 1997).
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SNIF-NMR je casto kombinovana sIrms a chemometrickymi metodami. Hlavni
nevyhodou SNIF-NMR je, Ze vyZaduje pracnou piipravu vzorku, na niZ se podili fada ¢isténi

a koncentraci (Ibanez & Cifuentes, 2001).

3.5.2 Infracdervena spektroskopie (IR)

Infracervend spektroskopie je fyzikdlné chemickd analytickd metoda. Studuje
interakce elektromagnetického zareni v infracerveném oboru spektra (800 nm az 1000 nm) s
analyzovanym materidlem. Principem metody je absorpce infraerveného zatfeni pii priichodu
vzorkem, pfi niz dochdzi ke zméndm rotacné vibracnich energetickych stavli molekuly
v zavislosti na zménach dipolového momentu molekuly. Analytickym vystupem je
infracervené spektrum, které je grafickym zobrazenim funkcni zavislosti energie, vétSinou
vyjadifené v procentech transmitance (T) nebo jednotkach absorbance (A), na vinové délce
dopadajiciho zateni. Dllezitym faktorem pro uspésnost analyzy je existence velkého souboru
infracervenych spekter standardi a realnych vzorkd, tzv. knihovny spekter. Vysledek analyzy
je potom ziskédn jako korelace mezi spektrem analyzovaného vzorku a standardu z knihovny
spekter [Novotnd, M.a Machovic, V. 2008 — online].

S rozvojem vypocetni techniky v 80. letech 20. stoleti dochazi k praktickému
rozsifeni infradervenych spektrometrii s Fourierovou transformaci (FTIR spektrometry).
Jedna se o pfistroje pracujici na principu interference spektra, které na rozdil od disperznich
pfistrojit méfi interferogram modulovaného svazku zéateni po priichodu vzorkem. K ziskéani
klasického spektralniho zdznamu je nutno pouzit matematickou metodu Fourierovy
transformace. FTIR spektrometry vykazuji celou fadu vyhod. Pii méfeni dopada na detektor
vzdy cely svazek zafeni. Takové uspofaddni umoZiuje 1 experimenty, pfi nichZz dochazi
k velkym energetickym ztratdm, tj. méfeni siln€ absorbujicich vzorkl nebo méfeni s nastavci
pro analyzu pevnych ¢i kapalnych vzorkli v odrazeném svétle — reflexni infracervena

spektroskopie [Novotna, M. a Machovi¢, V. 2008 — online].

3.5.3 Fluorescenéni spektroskopie

Molekulova fluorescence je optické zateni z molekul, které byly vybuzené do vyssi

energetické hladiny absorpci elektromagnetického zatfeni. Typicky fluorimetr obsahuje
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excitaéni zdroj, vzorek buiiky a fluorescenéni detektor. ,,Siroky pruh“ excita¢niho svétla ze
zdroje projde monochromatorem, kterym projdou jen vybrané vinové délky. Fluorescence je
rozptylena jinym monochromdatorem a zjiSténa pomoci fotonasobicové trubice. Skenovani
excitaéniho monochromatoru déava excitatni spektra a snimani fluorescencniho
monochromatoru dava fluorescencni spektra. Fluorescencni spektroskopie miize byt pouzita k
identifikaci a analyze fluorescentnich sloufenin s velmi nizkou koncentraci (fadové
v miliardtinach ¢astic) a zaroven poskytuje informace o struktufe, sloZeni a stabilité. Lze
analyzovat jak tuhé, tak tekuté vzorky. Hlavni vyhodou fluorescen¢ni detekce ve srovnani s
absorpénim méfenim (napf. IC) je dosazeni vyssi citlivosti (100-1000krat), protoZe
fluorescenc¢ni signal je v podstaté nulovy (Froehlich, 1989). Kromé¢ toho je fluorescencni
spektroskopie jednoducha neinvazivni a nedestruktivni technika, je relativné levnd a
umoziuje rychlou analyzu [Luykx, D.M.A.M. and Van Ruth, S.M. 2007 - online].

S klasickou fluorescenc¢ni spektroskopii se provadi méteni ve zfedénych roztocich, kde
je absorbance pod 0,1. Pfi vyssi absorbanci, coz predstavuje snizeni intenzity fluorescence a
naruSeni emisnich spekter, jsou pozorovany pomoci vnitinich filtri. Emitované fotony jsou
shromazdény v thlu 56 ° k povrchu vzorku, s cilem minimalizovat artefakty, které vznikaji
pii buzeni fotonli odrazenych od vzorku. Tato technika umoziiuje kvantitativni zkoumani v
prascich, stejné jako v koncentrovanych nebo i neprtihlednych vzorcich [Luykx, D.M.A.M.

and Van Ruth, S.M. 2007 - online].

3.5.3.1 Rentgenova fluorescenéni analyza (XRF)

Tato metoda nedestruktivniho zjiStovani sloZeni latek je zaloZena na méfeni
charakteristického rentgenového zareni vzbuzeného ozafovanim zkoumaného vzorku. Méteny
vzorek ozafujeme bud’ X-zafenim z rentgenové lampy, nebo zafenim gama z vhodného
radionuklidu. Interakci tohoto fotonového zéfeni s atomy zkoumaného vzorku dochazi k
fotoefektu vétSinou na slupce K, naceZ pii preskoku elektronil z vyssi slupky (L) na uvolnéné
misto dochédzi k emisi charakteristického X-zéfeni, jehoz energie je jednoznacné urCena
protonovym ¢islem Z atomu. Spektrometrickou analyzou energie (vlnové délky) takto
vzniklého fluorescencniho zareni lze zjistit, které prvky jsou pfitomné ve zkoumaném vzorku
a podle intenzity jednotlivych pikli fluorescencniho zafeni Ize ur¢it mnozstvi (koncentraci)

téchto prvki ve vzorku [Ullmann, V. — online].
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3.5.3.1.1 PIXE

Particle-Induced X-ray Emission nebo Proton Induced X-ray Emission (PIXE) je
technika pouzivana pfi stanoveni elementarniho charakteru materialu ¢i vzorku. V piipadé, ze
je materidl vystaven iontovému paprsku, nastanou atomové interakce a dojde k vypousténi
EM zéfeni o vlnovych délkach rentgenové casti elektromagnetického spektra, které jsou
specifické pro jeden prvek. Tato technika byla poprvé navrzena v roce 1970 Svenem
Johanssonem z Lund University ve Svédsku a béhem piistich nékolika let dovyvinuta spolu s
jeho kolegy Rolandem Akselssonem a Thomasem Johanssonem. Nedavné rozsifeni PIXE
pomoci tésné zamétenych paprskii dava dal§i schopnosti mikroskopické analyze. Tato
technika, nazyvana microPIXE, muze byt pouzita k ureni rozdé€leni stopovych prvka v
Sirokém spektru vzorkii. A souvisejici techniky, particle-induced gamma-ray emission

(PIGE), mohou byt pouzity k detekci nékterych lehkych prvki [en.Wikipedia 2008 — online].

3.5.4 Atomova spektroskopie

Atomovou spektroskopii lze pouzit k analyze plynnych atomt kovli a nekovl v

ruznych vzorcich [Luykx, D.M.A.M. and Van Ruth, S.M. 2007 - online].

3.5.4.1 AAS

Atomova absorpcni spektroskopie (AAS) je optickd metoda, ktera vyuziva meéteni
absorpce elektromagnetického zatfeni volnymi atomy prvkd. Atomy stanovovaného prvku
jsou z kapalného stavu prevedeny do plynného atomérniho stavu, pficemz volné atomy jsou
v zédkladnim energetickém stavu. Atomizace se provadi v plameni (2000-3000 K) (F — AAS)
nebo elektrotermicky v grafitové kyveté (GF — AAS) [Vavra, V. a Losos, Z. 2008 — online].

Princip analyzy je zaloZen na emisi primarniho zéafeni (zdroj vybojky nebo laser),
které ma definované emisni Cary stanovovaného prvku. Toto zafeni prochazi absorpénim
prostiedim, kde volné atomy prvku absorbuji urcité vinové délky. Monochromator pak izoluje
vybranou rezonan¢ni ¢aru a detek¢ni systém zaznamena zeslabeni toku ptivodniho zéieni

v jednotkach absorbance. Zeslabeni primarniho svazku je umérné koncentraci stanovované¢ho
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prvku v roztoku. Pfed méfenim neznamého vzorku je tteba provést kalibraéni méteni vzorka
se zndmym obsahem sledovaného prvku a sestavit kalibra¢ni kiivku. Citlivost méfeni miZze
byt pro nékteré prvky az v ppm (g/t) [Vavra, V. a Losos, Z. 2008 — online].

Schéma spektrometru [Sluneckova, B. 2005 — online]
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GF-AAS ma nékolik vyhod oproti F-AAS. Naptiklad F-AAS lze analyzovat pouze
roztoky, zatimco GF-AAS muzeme analyzovat roztoky, suspenze a pevné vzorky. Na druhé
stran¢ matrice vzorku ma mnohem vétsi vliv na vysledky ziskané v GF-AAS nezZ v jakékoliv
jiné atomové spektroskopické technice [Luykx, D.M.A.M. and Van Ruth, S.M. 2007 -
online].

Neurcitd absorpce zpusobend matici komponent mlze byt upravena elektronicky
porovnanim pozadi absorpce deuteria nebo vodikové lampy. Tento problém miize vytesit

Zeemann-AAS (Linskens and Jackson 1988).

3.54.2 AES

Atomova emisni spektroskopie (AES) je analytickd metoda zalozena na vybuzeni,
detekci a vyhodnoceni emisniho spektra vzorku. Prvnim krokem této techniky je “rozbiti”
vzorku na atomy, jejich soucasna ionizace a excitace. Toho se dosahuje plisobenim vysokych
teplot (stovky az tisice °C) na vzorek, naptiklad v plameni specialniho hotéku, v elektrickém
oblouku, v silnoproudém vyboji nebo pomoci laserového paprsku. Vysledkem je tzv. plazma,
horka “smés” ionizovanych a excitovanych atomt. Cely d¢j probihd v ochranném prostiedi
(nejcastéji v plynném argonu), aby se zabranilo reakcim mezi ionty a slozkami atmosféry.

Excitace atomil spociva v energetickych preskocich elektronti v atomovych obalech.
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V disledku dodéni velkého mnoZstvi tepelné energie elektronu v atomovém obalu
dojde k jeho pteskoku na vyssi energetickou hladinu. Vznikla “dira”, vakance, je okamzité
obsazena jinym elektronem, ktery “sesko¢i” z vyssi energetické hladiny. Pfitom se v diisledku
zakona zachovani energie uvolni energie ve formé¢ fotonu (zafeni) o urcité vinové délce.
Tento jev se nazyva emise a jeho vysledkem je emisni spektrum atomu. Emisni spektrum je
pro kazdy prvek charakteristické. Z rozloZzeni ¢ar v emisnim spektru je mozno urcit druh
atomt (kvalitativni slozeni vzorku), z relativni intenzity ¢ar mnozstvi atomil jednotlivych
prvkl ve vzorku (kvantitativni slozeni vzorku). Metodami AES s jiskrovymi spektrometry 1ze
meéfit obsah vétSiny prvkl s mezi stanovitelnosti X0 — X00 ppm. Soucasné je mozno stanovit
velké mnozstvi prvkii. Analyzy maji pomérné nizkou spravnost a presnost, proto jsou metody
AES vhodné spiSe pro kvalitativni a semikvantitativni analyzu. K analyze postacuje pomérné
malé mnozstvi vzorku, ktery je ale béhem analyzy zniCen, takZe analyzu nelze opakovat
[Hrstka, T., Chvatal, M., Kiihn, J., Matgjka, S., Maly, K., Martaus, S., Sldma, J., Zimak, J.
2002 — online].

3.54.2.1 ICP-AES

Atomova emisni spektroskopie s induktivné vdzanou plazmou je dal§im pouzivanym
zdrojem ionizovanych Castic. Pouziva se argonova plazma o teploté cca 1000° C. Plazmovy
iontovy zdroj je v soucasnosti nejpouzivanéjsi a je pouzit ve vSech ptistrojich oznacenych ICP
- AES. Konstrukce pfistroje je v podstaté stejna, pouze k detekci spektralnich car se
nepouzivaji fotodesky, ale fotondsobi¢e nebo v nejmodernéjSich pfistrojich polovodicové
detektory. Meze stanovitelnosti prvkl zaviseji na analyzovaném materialu a u riznych prvki
jsou rozdilné (vétsinou 0,000X — X00 ppm). Jedna se o velmi rychlou, pfesnou, spolehlivou a
relativné levnou metodu. Nevyhodou je nutnost pievedeni vzorku do roztoku [Hrstka, T.,
Chvatal, M., Kiihn, J., Matéjka, S., Maly, K., Martaus, S., Slama, J., Zimak, J. 2002 — online].

Optickd emisni spektroskopie s indukéné vazanym plazmatem (ICP — OES) se rovnéz
pouziva pii stanoveni stopového mnozstvi mineralnich latek. Pouzitim ICP — OES v axialnim
usporddani s polovodi¢ovym nabojovym detektorem (CID) umoziiuje stanovit soubézné
kolem 70 prvkl v rozsahu vinovych délek 170 — 900 nm a ziskané kompletni obrazy spekter

je mozné od sebe navzajem odecitat (FiSera a Golias 1997).
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3.6 Separacéni techniky

3.6.1 Chromatografie (C)

Chromatografie je velka skupina separa¢nich metod, zalozenych na rozdilné afinité
délenych latek ke stacionarni (nepohyblivé) a mobilni fazi. Chromatografické metody patii
(analytické provedeni pokusti) nebo vybrané slozky smési izolovat (preparativni provedeni).
Lze je rozdélit podle n€kolika kriterii:

1) podle skupenstvi mobilni faze: a) plynovd, angl. gas chromatography, GC, b)
kapalinova, angl. liquid chromatography, LC (zejména ve zkratce HPLC);

2) podle uspotadani systému: a) na sloupci (stacionarni faze je ve tvaru sloupce, ktery
se bézn¢ nazyva kolona, odtud téz chromatografie na kolon¢), b) v plosném usporadani
(nosi¢em je papir nebo tenka vrstva stacionarni faze rozprostfend na inertni podloZce — odtud
téz chromatografie na tenké vrstve, angl. thin-layer chromatography, TLC); ¢) vsadkova,
angl. batch chromatography, kdy se na stacionarni fazi nejdfive z roztoku (napf. v kadince)
naadsorbuji d€lené latky, stacionarni fazi se pak naplni kolona a nakonec se latky z kolony
postupné vymyji vhodnou mobilni fazi;

3) podle slozeni mobilni faze: a) isokratické déleni (mobilni fdze ma po celou dobu
déleni konstantni sloZeni), b) déleni s proménlivym slozenim mobilni fze (v tomto pifipad¢ se
obvykle nékteré slozky délené smési nejdiive pevné zachyti na stacionarni fazi, ostatni slozky
se mobilni fazi vymyji, poté se ndhle nebo postupné méni slozeni mobilni faze a zachycené
latky se postupné z kolony vymyvaji);

4) podle separacniho principu: chromatografie a) adsorp¢ni (latky se na stacionarni
fazi adsorbuji), b) rozdélovaci (stacionarni fazi je kapalina, zachycend na pevny nosic,
dochazi tak k rozdéleni mezi dvé nemisitelné kapaliny, napf. viz chromatografie papirova), c)
iontoméniCova (stacionarni fazi je ionex, s nimz délené latky, predevSim ionty, interaguji
elektrostaticky), d) s hydrofobni interakci (stacionarni faze ma nepolarni charakter a délené
latky s ni interaguji prostfednictvim hydrofobnich interakci), e) gelovd permeacni (staciondrni
fazi tvofi gel s pory o urcitém priméru, latky se déli podle velikosti a tvaru molekul); f)
bioafinitni (vyuZiva se specifické interakce molekul). Casto se uplatiiuje vice téchto principt

pfi jednom chromatografickém uspotadani [Kodicek, M. 2007 — online].
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3.6.1.1 Kapalinova chromatografie

3.6.1.1.1 HPLC — vysoko-ucinna kapalinovéa chromatografie

Pii kapalinové chromatografii se latky déli ve dvoufdzovém délicim systému na
zaklad¢ adsorpce, vymény iontl, fyzikalni distribuce latek mezi kapalnou mobilni a s ni
nemisitelnou kapalnou stacionarni fazi, nebo na principu pronikéni molekul z mobilni faze do
port tuhych Castic, které maji funkci molekulového sita. Cely dé&j se odehrava ve specialné
konstruovanych trubicich, nazyvanych kolony. V tomto uspofadani se dosahuje vynikajiciho
rozliSeni jednotlivych slozek smési. HPLC pracuje s Gzkymi ocelovymi, sklenénymi nebo
kfemennymi kolonami, které obsahuji nosné Céstice (<10 um) se stacionarni fazi. Pratok
mobilni faze neprobiha ulinkem gravitace jako u klasické kapalinové chromatografie, ale
obvykle pod urcitym tlakem. Nékdy postacuje 1 MPa, sklenéné kolony vydrzi az 30 MPa, ale
erpadla mohou vyvinout tlak kolem 100 MPa. Cast&ji se pouziva nizkotlaka HPLC (n&kolik
MPa) nez vysokotlakda HPLC (desitky MPa) [Stern, P. — online].
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Pfipojené schéma ukazuje nejdilezitéjsi ¢asti zatizeni pro HPLC; za zminku stoji
okolnost, ze v tomto sloupcovém uspoiadani mize kolona pracovat na jakémkoliv separacnim
principu (iontoméni¢, reversni faze, gelovd permeacni chromatografie, adsorp¢ni

chromatografie atd.) [Kodicek, M. 2007 — online].

3.6.1.2 Plynova chromatografie (GC)

Plynova chromatografie (GC) je separacni metoda zalozend na rozdilu v distribuci
latek mezi dvé nemisitelné faze: mobilni fazi je nosny plyn, pohybujici se skrz nebo podél
stacionarni faze, kterd je umisténa v kolonég. Je pouzitelna na latky nebo jejich derivaty, které
lze pievést do plynné faze za pouzitych teplot. Plynova chromatografie je zaloZena na
mechanismu adsorpce, rozdélovani nebo vylu¢ovani [Cesky 1ékopis 2001 — online].

Zékladem chromatografie je nepfetrzité ustalovani rovnovahy délené latky mezi
pohyblivou a staciondrni fazi. Kazda molekula délené latky ptechazi neptetrzité¢ z pohybujici
se plynné faze (nosného plynu) na povrch adsorbentu nebo do filmu kapaliny a zase zpét do
plynné faze. Kazdy nepfetrzity proces lze 1épe popsat rozdélenim na elementarni procesy -
useky, kde predpokladdme dosazeni uplné rovnovahy mezi fazemi. Kazdy takovy usek se
nazyva teoretické patro. Délka kolony, na které se dosdhne takového rozdéleni jako na
teoretickém patru, se nazyva vyskovy ekvivalent teoretického patra [Ustav konzervace
potravin a technologie masa — online].

Existuji rizné GC detektory s ruznymi typy selektivity (zhruba v potradi od
nejcastéjSich k méné¢ castym): plamenovy ionizacni detektor (FID), tepelné vodivostni

detektor, detektor s elektronovym ,zachytem®, foto-ioniza¢ni detektor, plamenovy
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fotometricky detektor, termionicky detektor, atomovy emisni detektor a ozono- nebo fluoro-

indukéni chemi-luminiscenéni detektor (Grob, 2004).

3.6.1.2.1 Staticka head-space plynova chromatografie

Head-space plynovéa chromatografie je metoda zvlast€¢ vhodna pro déleni a stanoveni
tékavych latek ptitomnych v pevnych nebo kapalnych vzorcich. Tato metoda je zaloZena na
analyze plynné faze, ktera je v rovnovaze s pevnou nebo kapalnou fazi [Cesky 1ékopis 2001 —

online].

3.6.1.3 Kapilarni chromatografie

Kapilarni chromatografie pouziva kapilary naplnéné staciondrni fazi jako kapalinova
chromatografie, avSak pro pohon mobilni faze v kolon¢ vyuziva elektroosmozu jako pumpu.
Diky pistovému profilu elektroosmotického toku dosahuje ve velké vétSiné ptipadl lepsi

ucinnosti separace nez klasicka kapalinova chromatografie (Gas in Vesmir 2001).

3.6.1.4 Micelarni elektrokineticka chromatografie

Micelarni  elektrokinetickd chromatografie kombinuje prvky chromatografie
a elektroforézy. Do zakladniho elektrolytu se pfida latka, ktera je schopna vytvaret micely —
kulovité vicemolekularni utvary s urcitou strukturou. Mezi takové latky patii tieba mydla
nebo tenzidy. Micely jsou nabité a putuji v kapilate v elektrickém poli jako kterékoliv nabité
Castice. Jestlize se do kapilary nadavkuje neutralni vzorek, nemtiize sim putovat v elektrickém
poli, ale miiZe interagovat s micelami, které putuji kolem néj, pficemz jednotlivé slozky
vzorku mohou interagovat rtizné. Tim, Ze jsou unaSeny micelami, ziskaji vlastni pohyb, ktery

umozni jejich separaci (Gas in Vesmir 2001).
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3.6.2 Kapilarni elektroforéza (CE)

Timto terminem se oznacuje separa¢ni metoda vyuzivajici pohyb nabitych ¢astic, at’
uz malych iontli ¢i makromolekul (proteint, fragmenti DNA) v elektrickém poli, a to bud’
pfimo ve volném roztoku elektrolytu, nebo v n¢jakém nosném médiu, naptiklad gelu. Je-li
elektrolytem nebo médiem naplnéna kapilara, fika se metod¢ kapilarni elektroforéza. Podle
zpusobu separace se déli na kapilarni zonovou elektroforézu, kapilarni izotachoforézu a dalsi
(Gas in Vesmir 2001).

CE je mozné pouzit k analyze a charakterizaci Sirokého spektra analytd od
jednoduchych anorganickych iontd, malych organickych molekul, peptida, bilkovin,

nukleovych kyselin virti, mikrobti, a dalSich ¢astic (Kvasnicka, 2005).

3.6.2.1 Kapilarni zénova elektroforéza (CZE)

Transport analyzovanych iontl (analytil) a jejich separace probihd v kapilafe, ktera
propojuje dvé naddobky. Kapildra je vétSinou z taveného kiemene, miva vnitini primér fadove
desitky ¢i stovky mikrometrii a délku mezi 10 centimetry az 1 m. Do roztoku zakladniho
elektrolytu jsou vnofeny elektrody, jimiZ se ptfivadi elektrické napéti obstaravajici pohyb
iontl. Zakladni elektrolyt se plni do kapilary ptetlakem nad hladinou kapaliny v jedné
nadobce. Potom se jeden konec kapilary ponoii do nadobky s analyzovanym vzorkem a maly
sloupecek vzorku vnikne na jeji zaCatek. Kapilara se vrati do nadobky se zdkladnim
elektrolytem a zapne se hnaci napéti. V elektrickém poli se nékteré analyzované latky
pohybuji rychleji, jiné pomaleji, coz zplsobuje jejich separaci. Na druhém konci kapilary je
detektor zaznamenavajici priichod jednotlivych rozdélenych latek. Jako detekéni metodu lze
vyuzit tfeba absorpci tenkého svazku monochromatického svétla, ktery prochazi napiic
kapilarou. Signal z detektoru v okamzicich prichodu analyzovanych ionti zméni svou
hodnotu a na ¢asovém zaznamu se ukaze Spicka — pik neboli zona (¢im je vyssi a uzsi, tim

vEtsi je ucinnost separace) (Gas in Vesmir 2001).
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3.6.2.2 Kapilarni izotachoforéza (ITP)

Od zoénové elektroforézy se lisi tim, Ze pouZziva dva elektrolyty: vedouci a koncovy.
Vedoucim elektrolytem je naplnéna jedna nddobka a kapilara, koncovy elektrolyt je v druhé
nadobce. Analyzovany vzorek se davkuje na poc¢atek kapilary (tj. na rozhrani mezi vedoucim
a koncovym elektrolytem). Ion vedouciho elektrolytu se voli co nejrychlejsi (rychlejsi nez
kterykoli ion d€lené smeési), ion koncového elektrolytu co nejpomalejsi. Pii pohybu
v elektrickém poli se pak analyzované ionty sice separuji, ale nevzdaluji se od sebe a zistavaji
jeden za druhym ve sloupeccich. Po separaci se vSechny sloupce pohybuji stejnou rychlosti.
Diky samozaostifujicimu efektu izotachoforézy odolavaji rozhrani mezi sloupci diftzi
a zOstavaji ostra. Casovy zdznam signalu pii prichodu zén pies detektor pak misto pikd
poskytuje pravouhlé schody, jejichz délka je pfesné pfimo Umérnd mnozstvi analytu —

kvantité (Gas in Vesmir 2001).

O O
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3.7 Ostatni metody

3.7.1 Elektrochemické metody

Nejen spektroskopické metody a aktivacni analyzy, ale také voltametrické metody

jsou dnes mocné nastroje pro stopovou analyzu (Geissler 1980; Henze and Neeb 1986).

23



Predpokladem je, ze musi byt vzorek v roztoku. Polarografické a voltametrické
metody jsou lepsi nez vSechny ostatni metody, diky jejich pfiznivému poméru co se ceny a
vykonu tyce. Nékteré prvky mohou byt ¢asto urceny soucasné. Vsechny soucasné moderni
voltametrické metody jsou zalozeny na stejnosmérné polarografii, ktera byla vyvinuta J.
Heyrovskym v roce 1923 (Linskens and Jackson 1988).

Princip spo€iva ve vyhodnocovani zavislosti elektrického proudu na napéti na dvojici
elektrod, které jsou ponotfené do roztoku, v némz probiha elektrolyza. Zavislosti maji tvar vin,
jejichz poloha charakterizuje jednotlivé druhy latek. Z velikosti nartistu proudu lze urcit
koncentraci pfislusné latky. Jako katoda slouZi rtutova kapkova elektroda. Na povrchu kapky
rtuti se vytvoii elektricka dvojvrstva. Pii zvySovani potencidlu mezi anodou a katodou dojde k
vylouceni pfislusnych iontii na katod¢ a tim k nértstu proudu. Proud je omezen mnozstvim
iontl v roztoku. Jakmile se mnozstvi vylucujicich se iontl rovna poctu ptichdzejicich iontt z
roztoku, proud pfestane rtist. Hodnota stfedu nartstu polarizacni kiivky je charakteristickd pro
danou latku. Do roztoku se pridava zékladni (indiferentni) elektrolyt, napt. kyselina, aby se
vodivost roztoku zvysila. Déle se pfidava povrchové aktivni latka - typicky Zelatina, jejimz
ukolem je zabranit vzniku maxima na zacatku polarografické viny. Dulezité je 1 probublavani
vzorku v polarografické nddobce inertnim plynem kvuli odstranéni kysliku, ktery vytvafi na
polarogramu protahlé viny a znehodnocuje zdznam [wikipedia 2009 - online].

Vyvoj pulzni techniky, kterou vynalezl Barker v roce 1953, vyrazné zlep$il moznosti
voltametrickych metod. V téchto technikéch, je pravouhly potencidlni impuls aplikovan na
dc-potencial elektrody a proud je méfen na konci pulsu, kdy se nabijeci proud, narozdil od
difuzniho proudu, prakticky nerovna nule.Z riznych metod zaloZenych na tomto principu je
dnes Siroce pouzivana v oblasti stopové analyzy zejména diferencni pulsni polarografie
(DPP). Touto metodou mohou byt stanoveny koncentrace v rozmezi 10”7 — 10 mol/l. Tyto
metody jsou zvlasté dalezité pro stanoveni t€zkych kovi (Linskens and Jackson 1988).

K dalS§imu zvySeni citlivosti je pouZzivana stripping voltametrie (Neeb 1969; Wang
1985). V nejjednodussim ptipadé se provadi obohacovani elektrochemicky vlozenim kovi do
stacionarnich Hg — elektrod. Kovy jsou pak znovu rozpustény z amalgdmu pulsni anodickou
stripping voltametrii (DPASV). Touto metodou byly stanoveny napi. Cu, Sb, Bi, T, Sn, Pb,
Cd (Linskens and Jackson 1988).
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3.7.2 Izotopové metody

3.7.2.1 Neutronova aktiva¢ni analyza (NAA)

Neutronova aktivacni analyza je vysoce citlivd metoda analyzy chemického slozeni
latek, zaloZzend na zachytu neutronli v jadrech zkoumané latky, ¢imZ vznikaji radioaktivni
jadra. Ozafenim zkoumaného vzorku neutrony tak dochazi ke vzniku radionuklidd (k
"aktivaci" vzorku), naceZ spektrometrickou analyzou energii a intenzit emitovaného zareni
(pfedevsim vy) aktivovaného vzorku lze stanovit pfisluSny radionuklid a zpétn€ "dohledat" i
jemu odpovidajici (neaktivni) vychozi nuklid obsaZeny ve vzorku; s pouZitim vhodné

kalibrace téz jeho obsah (koncentraci) ve zkoumaném materialu [Ullmann, V. — online].

3.7.3 Spektrofotometrie / kolorimetrie

Pfes rast vyznamu instrumentalnich metod v poslednich desetiletich (Crosby 1977), se
stale Castéji pouzivaji spektrofotometrické metody pro stanoveni relativné vysoké koncentrace
stopovych prvkll ve viné (Stoppler and Nurnberg 1984). Jsou to stale atraktivni metody
analyzy, nebot’ jsou snadno proveditelné, vyzaduji pomérn¢ jednoduché nastroje a jsou
dostatecné citlivé pro mnoho prvkil (Marczenko 1981). Po chemické reakci jsou prvky urceny
meéienim selektivni absorpce svétla reak¢nimi produkty. Méfeni se provadi s filtrem fotometri
nebo v soucasné dobé nejcastéji s spektrofotometrem. Kvantitativni stanoveni je zaloZzeno na
Beerové zdkonu. Chemické reakce jsou provadény s oxidaéné redukénimi ¢inidly nebo
komplexnimi €inidly, zejména t€mi organickymi. Takto vzniklé slou¢eniny mohou byt ¢asto
extrahovany v organickych rozpoustédlech, coz je postup, kterym se zvySuje citlivost a
selektivita. Selektivitu 1ze také optimalizovat upravou pH nebo pfidanim komplexnich ¢inidel
k zamaskovani ruSivych prvki. Zpravidla musi byt pfi spektrofotometrickych metodach
vzorek nejprve mineralizovan napiiklad tim, Ze jej zoxidujeme kyselinami nebo ho
zpopelnime. Néekteré prvky mohou byt stanoveny piimo ve viné extrakéni spektrofotometrii.
Tyto pfimé kolorimetrické metody vSak mohou pfinést vysledky, které jsou pfili§ nizké
(pokud jsou pouzivana komplexni Cinidla slabsi nez latky , které se pfirozené ve viné
vyskytuji) (Ivanov a kol. 1972). Pouze absorbance na 1x107 lze méfit s b&znymi
spektrofotometry. Nicméné lze detek¢ni limity zlepSit pomoci sofistikovanych pfistroja

(Linskens and Jackson 1988).
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Usporadani spektrofotometru [Vejrazka,M. 2008 — online]
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4 Zaver

Pro stanoveni kvality vyrobku se pouzivaji dal$i metody, jako senzorové technologie,
DNA analyzy nebo senzoricka analyza, ty vSak nezahrnuji stanoveni mineralnich sloucenin.
Nicméné jsou dilezité pii rozpoznavani geografického ptivodu.

Tato prace se zabyva predevSim minerdlnimi slouCeninami obsazenymi ve vin¢ a
chemickymi metodami, které se mohou pouzit a také pouzivaji pfi stanoveni téchto a jinych
latek ve vzorcich. Pfi aplikaci téchto metod na konkrétni vzorky vin dostaneme profily vin

z riznych oblasti.
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