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Seznam zkratek

AAS — atomova absorp¢ni spektrometrie

CRM - certifikovany referen¢ni material

CVAAS — atomova absorp¢ni spektrometrie s technikou studenych par
EDXRF — energiove disperzni rentgenova fluorescence

ES — Evropské spolecenstvi

ETAAS - elektrotermicka atomova absorp¢ni spektrometrie

EU — Evropska unie

FAAS — plamenova atomova absorp¢ni spektrometrie

ICP-MS - hmotnostni spektrometrie s indukcné vazanym plazmatem
ICP-OES - opticka emisni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem
KVS — krajska veterinarni sprava

LOD — mez detekce

LOQ — mez stanovitelnosti

SVS — statni veterinarni sprava

UV/VIS — ultrafialovo-viditelna spektrometrie

XRF - rentgenova fluorescence



1 Uvod

Konzumace hmyzu ma v lidské spolecnosti dlouhou historii. Nejstarsi dochované
dtikazy o pojidani hmyzu sahaji az 3000 let nazpét do starovéké Ciny. Prvni zminky
o konzumaci hmyzu na izemi Evropy se daji datovat do let 384-322 pted Kristem, kdy fecky
filozof Aristoteles poznamenal ve svém dile Historia Animalium, ze samicky cikad chutnaji
1épe po oplodnéni, diky pfitomnosti zralych vajicek [1].

Dnes je hmyz béznou soucasti jidelnicka zhruba dvou miliard lidi po celém svéte.
Jednad se spiSe o doménu zaostalejS§ich a méné rozvinutych zemi, zejména pak zemi
v tropickych oblastech Asie, Afriky nebo Jizni Ameriky, kde hmyz dortista vétSich rozmért
a pouziva se tak jako nahrada nedostatkovych a drahych masnych produkta. V celosvétovém
mefitku bylo registrovano cca 2000 druht hmyzu povazovaného za jedly [2].

V zemich zapadniho svéta je pojidani hmyzu ve vétSinové populaci stale velkym
tabu, ovSem v poslednich letech nabyva neustale na popularité. Ackoliv se da konzumovat
v celku, je tento zpusob pro vétsinu lidi odpudivy. Mnohem vétsi piizni se tési produkty jako
mouka, prasek, proteinové tyCinky nebo té€stoviny [2, 3].

Za nejvétsi pozitiva konzumace hmyzu jsou povazovany zejména jejich vyzivové
hodnoty. Jedna se o zdroj velmi bohaty na proteiny a tuky. V druhé fade je to pak dopad na
zivotni prostiedi. Na vyprodukovani hmyzich produkt je potfeba mnohonasobné méne
vody, pudy i energie nez na vyprodukovani stejného mnozstvi vepiového ¢i hoveéziho masa.
Jedna se tak o jeden z udrzitelnych zptisobi vyroby potravin [4].

Kromé nutri¢nich hodnot tohoto siliciho fenoménu je tfeba sledovat i obsah
kovovych iontd. Proto se tato prace bude zabyvat analyzou a stanovenim jak esencialnich
kovi, které jsou nezbytné pro spravné fungovani lidského organismu (napt. Mg, Ca, Fe, Cu,
Mn, Zn, ...), tak nezadoucimi toxickymi tézkymi kovy (Hg, Cd, Pb, As). K tomuto stanoveni
budou vyuzity dvé analytické metody. Primarni metodou bude ICP-MS ke stanoveni
vybranych prvka Mg, Ca, Cr, Mn, Fe, Co, Cu, Zn, As, Se, Mo, Cd, Hg a Pb a druhou
pouzitou metodou bude FAAS, ktera bude pouzita ke stanoveni Mg, Ca, Cu a Zn.



2 Teoreticka cast

21 Jedly hmyz

Obecné lze jedly hmyz definovat jako hmyz ureny pro lidskou konzumaci. Dle
nafizeni Evropského parlamentu a Rady (EU) 2015/2283 ze dne 25. listopadu 2015 je jedly
hmyz definovan jako ,,nova potravina“. Do kategorie novych potravin se fadi veskeré
potraviny, které se vyrazné neuzivaly k lidské spotiebé na uzemi Clenskych statd pred
15. kvétnem 1997. Hmyz spada konkrétné do kategorie potravin, které se sestavaji z tél

zivocCicht nebo jejich €asti, jsou z nich izolovany nebo vyrobeny [5].
2.1.1 Registrace nové potraviny

Kontrolou a registraci novych potravin byla povérena Evropska Komise (ES). Aby
mohl byt produkt registrovan jako nova potravina, musi plnit nasledujici pozadavky: produkt
musi spliiovat podminky definice nové potraviny, musi byt prokazatelné zdravotné
nezavadny, zamyslené pouziti nesmi uvadét spotrebitele v omyl, obzvlasté pokud ma nova
potravina nahradit jinou potravinu. Pokud nahrazuje jinou potravinu, nesmi byt pro
spotiebitele z hlediska vyzivy mén¢ prospésna [5].

V soucasné dobé jsou na tzemi EU schvaleny 3 druhy hmyzu pro lidskou
spotfebu [6]. Jsou jimi larvy potemnika moucného (Tenebrio Molitor) (Obr. 1), ktery je
prvnim registrovanym hmyzem uréenym pro lidskou spotiebu. Ke spotiebé je schvalena cela
cast larvy. Mize se konzumovat samostatné nebo je ptidavan do proteinovych tycinek,
susenek, produktt na bazi lusténin nebo té€stovin. Jejich uzivani bylo schvaleno provadécim
nafizenim Komise (ES) 2021/882 1. &ervence 2021. Zadost o registraci podala francouzska

spolec¢nost SAS EAP Group [3,7].

Obr. 1 — Larva potemnika moucného [8]



Dal§im schvalenym druhem jsou dospéli jedinci (Obr. 2) i larvy sarance st€hovavé
(Locusta Migratoria). Na trh se uvadi v tepelné upravené podobé&, suSend mrazem nebo

v praskové podobé. Pridava se do celé fady potravin vetné ¢okolady nebo jinych sladkosti.

Jeji pouziti bylo schvaleno 12. listopadu 2021. Zadost podala nizozemské spole¢nost Fair

Insects B.V. [3,9].

Obr. 2 — Sarance stehovava [10]

Dne 10. unora 2022 byl k potravinarskym tacelim schvalen i cvréek domaci (Acheta
Domesticus). Ke konzumaci muze byt uzit dospély jedinec (Obr. 3) i larva. Na trhu se
vyskytuje ve tfech formach. Bud' tepelné zpracovany, tepeln€ zpracovany a vysuseny
mrazem nebo v praskové podobé. Pridava se do peciva, téstovin, nahrazek masa nebo

okolady. Zadost o uvedeni na trh podala spoleénost Fair Insects B.V. [3].

Obr. 3 — Cvréek domaci [11]
2.1.2 Chov hmyzu na tizemi Ceské republiky

Hmyz urceny k lidské konzumaci je povazovan za produkt zivoci§ného puvodu,

proto chov za timto ucelem spada pod nafizeni Evropského parlamentu a Rady (ES)
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¢. 853/2004, kterym se stanovuji zvlastni hygienicka pravidla pro potraviny zivoci§ného
puvodu. Z tohoto nafizeni vyplyva, ze k chovu hmyzu za ucelem lidské konzumace je tfeba
pristupovat jako k chovu jinych hospodarskych zvirat [12]. Oproti béznym hospodatskym
zvifatim hmyz nepodléha zakonu o ochrané zvitat [13].

V CR chov hmyzu i jeho nasledné zpracovani kontroluje Statni veterinarni sprava
(dale jen SVS). Chov hmyzu do prvniho prodeje v zivém stavu je povazovan za
hospodaiskou prvovyrobu a je nutné tuto ¢innost oznamit na krajskou veterinarni spravu
(dale jen KVS). Pokud zadatel spliiuje nutné pozadavky, KVS ho registruje jako chovatele
hmyzu [14]. Veskeré dalsi zpracovani spada uz pod predpisy o hygien¢ potravin [14].

V soucasné dobé jsou na ¢eském trhu registrovani dva chovatelé jedlého hmyzu.
Prvnim chovatelem je spoleCnost Papek s.r.o., ktera se zabyva chovem larev potemnika
moucného a na Ceském trhu zaujimd dominantni postaveni [15,16]. Druhou spoleCnosti
zabyvajici se chovem potemnika moucného je Black food market s.r.o [17]. U SVS jsou jako
zpracovatelé hmyzu za uCelem spotieby registrovany 4 spolecnosti. Jsou jimi WormUP
s.r.0., Crunchy s.r.o., FARMERIO s.r.0., které se zaméfuji vyhradné na produkty z larev
potemnika mouc¢ného, a spolecnost Wolfberry s.r.o., kterd se mimo pfipravy jinych
potravinovych produkti vénuje i potravinam z potemnika moucného, cvrcka domaciho

a saranCe st€hovavé [18-22].
2.2 Kovy

Hmyz krom bohatého zdroje proteini a lipidG [23-25] obsahuje i nezanedbatelné
mnozstvi mineralnich latek, zejména pak iontd zineCnatych, vapenatych, sodnych,
draselnych, ale 1 napfiklad méd’natych, zelezitych nebo manganatych. Z hlediska tézkych

kovt byvaji v nejvétsim méfitku zastoupeny ionty olova [26-28].
2.2.1 Zdroje kovu v hmyzu

Mnozstvi obsazenych kovovych iontl je vyznamneé ovlivnéno faktem, zdali se jedna
o hmyz, jenz je specialné chovany k potravinaiskym ucelim nebo jestli se jedna o hmyz
volné Zijici, ktery je nasledn€ k potravinarskym acelim sbiran, coz je béznou praxi v zemich
vychodni Asie, jako je Cina, Vietnam nebo Thajsko, a v africkych zemich [23-28].

Podle informaci od cCeskych chovateli byva koncentrace kovii nejvyznamnéji
ovlivnéna zdrojem potravy a vody. U Ceskych chovateld se pouZzivaji bézné zemédélské

produkty, jako brambory, mrkev, oves, pSenice, vojtéska, ale zkousi se i pouziti granuli pro



psy a kocky nebo pivovarské mlato [25]. Mira obsahu kovovych iontt v téchto plodinach je
ovlivnéna pouzitymi hnojivy, pesticidy, kvalitou pudy a vody.

Dale je obsah iontd ovlivnén prostiedim, ve kterém péstovany hmyz zije.
K chovatelskym tcelim se vyuzivaji pfedevsim plastové nadoby, které byvaji naplnény
nejcastéji dievénymi pilinami, ktirou, otrubami nebo krmnou moukou. V ramci EU by chov
hmyzu k lidské spotebé mel podléhat piisnym hygienickym podminkam a nemélo by tak
dochézet k zdvaznéjSim kontaminacim [14,16,17].

Obsah iontd ve vysledném produktu je vyznamné ovlivnén i zptisobem zpracovani.
V pramyslu se nejcastéji uplatiiuje povareni ve vrouci vodé nebo hluboké zmrazeni pomoci
kapalného dusiku. Zpusob zpracovani ma zasadni dopad predevS§im na ionty Zzeleza,
manganu a zinku [29]. Zavislost mezi obsahem kovovych iontti, druhem krmiva a zptisobem
usmrceni u vzorkl larev mouchy Cemé (Hermetia Illucens) je pro predstavu popsana

v Tab. 1.



Tab. I — Vliv na obsah kovt u larev mouchy ¢erné v zavislosti na druhu potravy a zptsobu zpracovani [29]

Obsah kovu (mg/kg)

Kov |Kl1 K2 K3 MC-K1-B MC-K1-Z MC-K2-B MC-K2-Z |MC-K3-B MC-K3-Z
Cr 0.65+0,12 [037+092 [299+032 [022+0,04 [0,52+0.,02 0,46+ 0,03 [047+0,05 |0,31+0,04 |033+0,03
As 005025 [0,05+002 [0,00£0,01 [0.15+0,01 [0,12+0,01 0,02+0,01 [0,06+001 [0,03+£0,01 ]0,03+0,01
cd 0,02+0,01 [0,02+001 |0,01£0,12 [011+0,01 [0,17+0,01 0,12+0,01 [0,12+0,01 [0,11£0,01 [0,17+0,01
Hg <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ

Pb 0,14+0,01 [0,08+001 [0,12£0,01 [0.13+0.01 [0,18+0.01 023+0,01 [026+001 [0,16+0,01 |0,14+0,01
Fe 244,07+ 0,70 | 146,00 = 0,80 |258,00 £ 0,50 | 144,70+ 0,40 |252,7+ 0,10 185,40 + 0,20 210,60 + 0,60 |201,20+0,90 | 197,30 + 0,30
Mn 165,00 + 0,30 99,00+ 0,70 |107,00 % 0,60 |525,70+ 0,10 |454.20 + 0,70 490,00 + 0,10 |493,90 + 0,30 |470,80+ 0,90 | 519,70 + 0,80
Zn 112,00 + 0,65 90,00+ 0,22 | 108,00+ 0,13 | 129,80+ 0,35 |220,6 + 0,23 134,00+ 0,15 |139,70 + 0,93 | 146,60 + 0,71 | 166,80 + 0,10

K1 — Krmivo 1 (granule pro dribez), K2 — Krmivo 2 (pivovarské mlato), K3 — Krmivo 3 (cerealni granule), MC — moucha ¢erna, B — zpusob usmrceni (blansirovani), Z —

zpusob usmrceni (zmrazeni).




2.2.2 Efekt na lidské zdravi

Mineralni latky jsou pro spravné fungovani lidského organismu nepostradatelnou
soucasti. Pomahaji udrzovat staly osmoticky tlak a jsou soucasti fady enzymu nebo
hormont. Kovy podilejici se na organickych funcich nebo na stavbé organismu se nazyvaji
esencialni kovy a patfi sem naptiklad Na, K, Mn, Fe, Zn, Cu a dalsi [30]. Do téla se vSak
mohou dostavat 1 nezadouci prvky, jako naptiklad Pb, Hg, As nebo Cd, které se v tcle
kumuluji, pfedevsim v kostech a pfi zvysSené koncentraci mize dochazet k zavaznym

chronickym otravam, které mohou vést az k selhavani jednotlivych organt [30].

Horcik

Hoi¢ik zastava v organismu celou fadu funkci. Vyznamné se podili na funkci
nervové soustavy, kde ma relaxacéni vliv na sympatomimetikum i parasympatomimetikum.
Utastni se zhruba stovky enzymatickych reakci a je nepostradatelnou soudasti pii
metabolismu cholesterolu. Jeho nedostatek se projevuje nervozitou, podrazdénosti,
svalovymi kieCemi, bolestmi hlavy, unavou a pii akutnim nedostatku muze dojit az
k srde¢nim potizim, mrtvici nebo infarktu. K nadbytku téméf nedochazi, ale mize se tak stat

napfiklad pfi terapeutickych 1écbach. To muze vést k poruse pozornosti nebo zhorSeni
paméti [31].

Vdapnik

Jedna se o hlavni stavebni jednotku kosti a zubll. Dale napomaha spravnému
fungovani svalovych kontrakci, tvorbé enzymi a hormonti nebo piispiva k nervové ¢innosti.
Pii nedostatku vapniku v organismu dochazi k fidnuti kosti, coz mize mit za nasledek
onemocnéni zvané osteoporoza. Dale pii nedostatku véapniku dochazi k porucham

metabolismu nebo k nedostatku vitaminu D. ZvySeny pfijem vapniku vede k zacpam

a snizenému vstiebavani zeleza a zinku ze stravy [31, 32].
Zelezo

VétSina zeleza v téle je vazana v krevnim hemoglobinu nebo svalovém myoglobinu,
kde na sebe vaze atomarni kyslik. Dale se podili na tvorbé nékterych enzymu a velka Cast je
ulozena v jatrech nebo ve sleziné. NedostateCny piijem zeleza vede k anémii. Nadbytek

zeleza zpuisobuje poskozeni jaterni a kardiovaskularni tkané [32,33].



Zinek

Zinek je nepostradatelnym prvkem s fadou funkci. Mezi né patii napiiklad spravny
rast kosti, metabolismus vitaminu A, ma antioxidacni ucinky, napomaha vyvoji pohlavnich
organu a fada dalSich. Nizké mnozstvi zinku ma za nasledek poruchy traveni, ztratu travicich
§tav nebo muze vést k srpkovité anémii. Pii vysSich davkach pasobi toxicky na travici trakt,
kdy zptusobuje jeho podrazdéni a vyvolava zvraceni [31,33,34].

Mangan

Mangan se uplatiuje pifedev§im jako souCast enzymu slouzicich k syntéze
cholesterolu. Spolu se Zelezem se podili na spravné tvorbé cervenych krvinek a je dulezity
pii metabolismu thiaminu. Jeho nedostatek vyvolava problémy s ristem kosti, §patnou
funkci nékterych enzymi nebo k porucham reprodukcni funkce. Pii otravé manganem
dochazi k neurotickym porucham [31,32].

Med

Meéd napomaha ke spravnému vstiebavani zeleza a syntéze hemoglobinu. Se zinkem
potlacuje tvorbu histaminu a pomaha pfi hojeni zalude¢nich viedi. Nizky obsah médi ma za
nasledek poruchy krvetvorby, zvySovani hladiny cholesterolu v krvi az anémii nebo
osteoporozu. Pii vysokych davkach ma meéd neurotoxické ucinky. Mize dojit k rozvoji
deprese, schizofrenie nebo k hypertenzi az infarktu [31,33,34].

Kobalt

Kobalt se do téla dostava predevsim ve vazané forme ve vitaminu B12. Napoméha
pii krvetvorb€, zejména pak pii poranéni. V lidském téle se nachéazi zhruba 1,5 mg kobaltu
a jeho nedostatek je velmi nepravdépodobny. Pii vysoké koncentraci dochazi k otravé
kobaltem, ktera se projevuje srdeCni arytmii, nervovymi problémy nebo napfiklad
poruchami zraku [31,33,36].

Chrom

Chrom muzeme pfijimat ve dvou podobach. Trojmocny chrom je pro spravné
fungovani organismu esencialnim prvkem. Je nezbytny pro produkci inzulinu a metabolismu
glukdzy v krvi. Taky napomaha snizovani obsahu cholesterolu v krvi. Jeho nedostatek vede
k unaveé, zvyseni télesné hmotnosti, zvySeni cholesterolu a cukru v krvi, coz muze vést
k rozvinuti cukrovky. Mimo trojmocného chromu se ve stravé muze nachéazet Sestimocny

chrom, ktery je prokazatelné toxicky a karcinogenni [31,32,33].

8



Molybden

Molybden je soucasti fady enzymu ovlivigjicich rozklad purint a tvorbu kyseliny
mocové. Také je dulezity pro spravné fungovani glukokortikoida a pfi spravném mnozstvi
pusobi proti kazivosti zubt a anémii. Vlivem jeho nedostatku dochazi k bolestem hlavy
a Serosleposti. Pti predavkovani jsou toxické ucinky obdobné jako u predavkovani meédi

[32,33].
Selen

Selen je v organismu vyznamny diky svym antioxida¢nim schopnostem. Zpomaluje
nebo uplné zastavuje nadorové bujeni a spole¢né s vitaminem E pfedchazi angin€ pectoris.
Nedostatkem selenu v organismu dochazi k rozvoji Keshanové nemoci, projevujici se
poruchou srde¢niho svalu a Kashinové-Beckové nemoci, vedouci k deformaci kosti a kloubti
u déti. Selen je pii vy$Sim mnozstvi toxicky a jeho nadmérné uzivani vede ke zvySeni

krevniho tlaku a vzniku arteriosklerézy [31,32].
Olovo

Olovo spada do kategorie toxickych tézkych kovi. Diive se do pfirody dostavalo
predevsim spalovanim pohonnych hmot obohacenych o olovo, dnes se na tom nejvice podili
odpad z olovénych baterii. Do stravy se dostava pres rostliny, které ho Cerpaji predevs§im
z pudy a skrze tyto kontaminované rostliny se nasledné dostava i do zvirat. Olovo ovliviiuje
funkci nervové soustavy, zvySuje hladiny véapniku a snizuje hladiny hoiciku. Otrava se
projevuje nechutenstvim, depresemi, apatii, snizenim vnimavosti a pii vySsi nebo
dlouhodobé expozici dochazi k neplodnosti, poSkozeni jater a ledvin, hypertenzi a zvySuje

se vyskyt rakovinotvorného bujeni [31,32,33,35].
Kadmium

Kadmium je kumulativni tézky kov. Do prostfedi se dostava pii metalurgickych
procesech, kde se pouziva k legovani oceli nebo jako ochranna vrstva proti korozi. Kadmium
se hromadi predev§im v jatrech a ledvinach. Pfi intoxikaci dochazi k silnym svalovym
kieCim, deformaci kosterni soustavy, poSkozeni pohlavnich organt a jedna se o silné

karcinogenni a teratogenni prvek [32,33].
Rtut

Rtut’ se do pfirody dostava sopecnou cCinnosti, spalovanim uhli, vyrobou baterii,

elektroniky a fadou dalSich cest. ZvySené mnozstvi rtuti se vyskytuje hlavné u motskych ryb



a korysi v podobé methylrtuti, ktera je asi 50x toxiCtéjsi nez kovova rtut. Jedna se
o kumulativni kov, ukladajici se prevazné v jatrech, ledvinach nebo mozku. Pfi otraveé je
postihnuta centralni nervova soustava, dochazi k porucham smyslového vniméani, kdy to
muze vést az ke ztratam jednotlivych smysli. Vedlej§imi pfiznaky jsou napiiklad ztrata
vlast, prijmy, nechutenstvi, svalova slabost nebo ztrata kontroly. Methylrtut’ ma velmi silné

karcinogenni a teratogenni vlastnosti [32,33,35].
Arsen

Do ovzdu$i se arsen dostava predev§im hutni Cinnosti ¢ spalovanim uhli.
U zivocichu je nejvic zastoupeny u moiskych koryst, kde je vazan v podobé netoxickych
organickych sloucenin. V téle se uklada hlavné ve vlasech nebo nehtech. V pfirozenych
nizkych davkach zvySuje chut k jidlu a ucinkuje pti 1€cbé anémie. V pripadé akutni otravy
dochazi ke kfecim bficha, zvraceni, problémim s dychanim a slabému pulsu. Chronicka
otrava se projevuje poruchami funkce ledvin, jater a kardiovaskularniho systému. Arsen téz

pusobi siln¢ karcinogenné [32,33,37].
2.2.3 Legislativni meze

Na zakladé natizeni Evropského Parlamentu 2015/2283 o novych potravinach, byly
stanoveny meze obsahu tézkych kovii v potravinach z jedlého hmyzu. Podle tohoto nafizeni
se hlida maximalni obsah olova a kadmia v susené, mrazené i v praskové podobé. Tyto meze

jsou uvedeny v Tab. II pro jednotlivé druhy hmyzu a jejich metody zpracovani [38,39,40].

Tab. II — Legislativni meze pro obsah tézkych kovi v jedlém hmyzu

Druh hmyzu Zpisob zpracovani &egzﬂfgl; ?ﬁlegzﬂsg(; Reference
blans&roxrfam + 0.01 0.05 38]
zmrazeni

Potemnik mou¢ny (larva) | vysuSeni mrazem 0,01 0,1 [38]
praskova podoba 0,01 0,1 [38]
blans&roxrfam + 0.07 0.05 39]
zmrazeni

.Sar.ance stéhovava (dospély vysu§eni mrazem 0,07 0,05 [39]

jedinec)
praskova podoba 0,07 0,05 [39]
blans&roxrfam + 0.05 0.06 (40]
zmrazeni

Cvréek domici (dosp@ly | o i mrazem 0,05 0,06 [40]

jedinec)
praskova podoba 0,05 0,06 [40]
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2.3 Metody pro stanoveni kovi

Kovy se dnes daji stanovit celou fadou spektralnich 1 nespektralnich metod. V praxi
se nejvice vyuzivaji metody atomové spektrometrie, mezi které patii napiiklad FAAS,
ETAAS, ICP-MS, ICP-OES. V prtipad¢, ze kov vytvaii barevné komplexy, da se vyuzit
i UV/VIS spektrometrie. Pro stanoveni rtuti se nejcastéji vyuziva CVAAS a v poslednich
letech se stale vice vyuziva 1 XRF. Mimo spektrometrické metody lze vyuzit i metody
elektrochemické, kam patfi naptiklad polarografie, potenciometrie, konduktometrie,
coulometrie a fada dalSich. Pro tuto praci byly zvoleny metody AAS a ICP-MS, které jsou
detailnéji popsany nize v textu [41-44].

2.3.1 Hmotnostni spektrometrie s indukéné vizanym plazmatem

Hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem neboli ICP-MS je
instrumentalni analyticka metoda uzivana predevSim k ultrastopové analyze prvkia
v raznych druzich vzorkda.

Nezpochybnitelnymi vyhodami této metody jsou vysoka univerzalnost pouziti, kdy
je mozné za relativné kratkou dobu provést viceprvkovou analyzu od lithia po uran a dale
pak citlivost a rozsah méteni, kdy je mozné stanovit prvky v fadech ng/l az mg/I.

Limitujicimi faktory pouziti jsou vyS§si pofizovaci cena a naklady na provoz, mala
efektivita detekce (detekuje zhruba jeden ion z deseti miliont1), 1ze méfit pouze nabité ionty,
spektralni interference, nelze stanovovat vzacné plyny a nékteré nekovy a polokovy atd.

Vzorky jsou nejcastéji v kapalném skupenstvi, ale je mozné stanovovat 1 vzorky

plynné nebo pevné za pouziti laserové ablace [45].
Princip metody

Jako u jinych druhtd hmotnostnich spektrometrii i zde je metoda zalozena na tvorbé
kladné nabitych iontd. U ICP-MS se kionizaci vyuziva argonového plazmatu, které
dosahuje teploty od 5000 do 10000 K. Toto plazma se indukuje v plazmové hlavici pomoci
vysokofrekvenéniho pole, kdy dochézi k ionizaci argonového plynu srazkami s elektrony
(rovnice 1). Do plazmatu se pfivadi velmi jemny aerosol vzorku, ktery je okamzité
desolvatovan a termicky atomizovan a nasledné dochazi ke srazkam predev§im s volnymi
elektrony (rovnice 2) a kladné nabitymi ionty argonu (rovnice 3), coz vede k pfenosu naboje
na dany prvek. Ionizované atomy jsou nasledné vhanény pfes interface do hmotnostniho
analyzatoru (kterému vétSinou predchazi iontova optika a kolizni cela). Zde dochazi

k separaci kladné nabitych iont v zavislosti na poméru hmotnosti ku naboji. Po separaci
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ionty dopadaji na detektor a vysilaji signal, ktery je pfimo umérny poc¢tu dopadajicich iontd
[45].

e +Ar > Art +e; +e (1) [45]
e; +M - M* +e +e (2) [45]
Art + M > M* + Ar (3) [45]

Instrumentace

ICP-MS se sklada z n€kolika zakladnich ¢asti. Prvni je podavac, ktery maze byt bud’
manualni, nebo v podobé automatického podavace vzorka, kdy pfistroj sam provadi
vzorkovani. Pomoci peristaltické pumpy je vzorek nasavan do zmlzovace a mlzné komory,
kde dochazi k tvorbé jemného aerosolu s nosnym plynem. Aerosol je pfivadén do plazmové
hlavice, dojde k ionizaci a ionty se pies interface dostavaji z atmosférické ¢asti do vakuové
Casti. Nasledné dochazi k separaci nenabitych ¢astic na iontové optice a nasleduje kolizni
cela slouzici ke zmirnéni nebo Uplnému vyruseni interferenci. Za kolizni celou se nachazi
hmotnostni analyzator, kde dochazi k separaci iont a posledni Casti je detektor. Nezbytnou
soucasti jsou pak velmi vykonné vakuové pumpy, které udrzuji hluboké vakuum o tlaku
pfiblizng 10° Pa, bez kterych by tato metoda nemohla fungovat. Zjednodusené schéma
ICP-MS spektrometru je popsano na Obr. 4. VySe zminéné soucasti budou dukladnéji

popsany dale v textu [45,46].

) vzorkovaci kénus (sampler)
piivod plynu do plazmatu

et ; i i detektor
piivod pomocného plynu 111te|1 ace,_, } Hnet
mlZna komora | | i
; iontova optika N
| eeoa / /
| | “”—]3. A —-/— d
— NN —— analyzétor
cae
vzorek — — /
plazmova
hlavice
argon —

zdroj vysokofrekvenéniho
napéti
turbomolekularni pumpa

mechanicka pumpa

Obr. 4 — Schéma ICP-MS [47], upraveno

Vzorek je nejprve piivadén do zmlzovace, kde dochazi k tvorbé aerosolu pomoci
fyzikalni interakce s hnacim plynem, ktery ma pro tyto ucely mnohem vyssi pratokovou
rychlost nez vzorek. NejCastéj§imi uzivanymi typy zmlzovact jsou koncentricky (Obr. 5)

nebo kfizovy zmlzovac. U koncentrického zmlzovace je tok pracovniho plynu ve stejné ose
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jako tok vzorku, zatimco u kfizového zmlzovace je pracovni plyn piivadén pod thlem

90 °.

4 vnéjsi plast’
tryska R kapilara

rameno

S~

piivod roztoku

pfivod plynu

Obr. 5 — Schéma koncentrického zmlZovace [45], upraveno

Takto vznikajici aerosol je polydisperzni a obsahuje kapky aerosolu o nevhodné
velikosti. K odstranéni a homogenizaci velikosti kapek aerosolu slouzi mlznd komora.
V praxi nejvice pouzivanou je dvouplastova Scottova mlzna komora (Obr. 6). Ta funguje
na principu, ze aerosol je privadén do vnitini trubice komory a putuje az najeji konec, velké
kapicky jsou gravitaCni silou pfitahovany do dolni komory a jsou odvadény do odpadu.
Kapicky o idealnim priméru pod 10 pm jsou odsany do horni komory a sméfuji dale do
plazmové hlavice. V mlzné komote dale dochazi ke srazkam, které vedou k roztfisténi

velkych kapi¢ek na mensi. Uginnost tvorby aerosolu se pohybuje mezi 10 az 15 % [45,46].

odvod do plazmové hlavice

koncentricky zmlZzovac

\ ﬂ Scott?ﬂ?_né komora
pfivod roztoku i == J
V “_\) T TT \
piivod plynu | odpad

Obr. 6 — Schéma Scottovy mlzné komory [48], upraveno
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Pred vstupem vzorku do plazmové hlavice je jeSt€ mozné optimalizovat pratok
nosného plynu a fedit tak vzorky s vysokym obsahem matrice nebo rozpoustédla. Vzorek
nasledné vstupuje do plazmové hlavice (Obr. 7). Ta je tvofena dvéma koncentrickymi
trubicemi. Stfedem vnitini trubice prochézi injektor vzorku. Vné&sim plastém proudi argon
s prutokem 10-20 1/min a je primarnim zdrojem pro argonové plazma a zaroven chrani stény
trubice pred teplem. Vnitinim plastém proudi argon s prutokem 0,5-1,5 I/min, ktery je uren
ke chlazeni $picky injektoru pfed horkym plazmatem. Davkovani vzorku do plazmatu musi
byt regulovano, aby nedoslo k zahlceni plazmatu, pripadné k poklesu teploty, coz by vedlo

k zvySené Cetnosti interferenci [46].

civka (zdroj vysokofrekvneéniho napéti)

injektor E ‘j magnetické pole
,a”” — ~—_—

T

piivody argonu do vnéjsiho a vnitiniho plasté

aerosol

Obr. 7 — Schéma plazmové hlavice [45], upraveno

U ICP-MS se nejcastéji vyuziva argonové plazma. Jednd se o ionizovany plyn
o vysoké teploté, ktery =z makroskopického pohledu jevi neutralni vlastnosti.
V mikroskopickém pohledu jde o smés volnych zaporné nabitych elektroni a kladné
nabitych iontd argonu. Plazma je iniciovano na konci plazmové hlavice pomoci médéné duté
civky vysokofrekvencnim elektromagnetickym polem, typicky o frekvenci 24 nebo 40 MHz.
Plazma ma kuzelovity tvar a do jeho stifedu je zavadén vzorek v podobé aerosolu. Nejprve
dochazi k odpateni rozpoustédla, atomizaci vzorku a nésledné k ionizaci vzorku. Argonové
plazma se upfednostiuje predevsim z ekonomickych duvodi, nebot se jedna o nejlevnéjsi
vzacny plyn, ma vysoky ioniza¢ni potencial (15,76 eV), coz postacuje k ionizaci téméf vSech
prvka. Je téz chemicky inertni a s analyty nevytvaii stabilni slouCeniny. Jeho nevyhodou
oproti jinym plynim je mensi tepelna vodivost [45].

Po ionizaci se ionty analytu dostavaji do spektrometru. K tomu slouzi interface
(Obr. 8). Jedna se o dva konusy (sampler a skimmer) vyrobené z platiny, popfipade z niklu,
chlazené vodou. V jejich stfedu je maly otvor o primeéru kolem 1 mm, kterym proudi ¢astice
z plazmatu. Prostor mezi konusy je evakuovan mechanickou pumpou na tlak v fadech stovek

pascalu [45,46].
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skimmer

vzorkovaci kénus (sampler)
vysokofrekvenéni civka

iontovy paprsek

" - aerosol

] ¥

argonové plazma

In

v
rotacni pumpa

interface

turbomolekuldrni pumpa

Obr. 8 — Schéma prechodu iontll z atmosférické Casti do vakuové Casti pres interface [45],
upraveno

Za interface se nachdzi samotny hmotnostni spektrometr. Ve vnitinim prostoru
spektrometru je pomoci kombinace mechanické a turbomolekularni pumpy dosazeno
hlubokého vakua (v fadech 10 az 10 Pa). Nejprve je proud iontdl usmérnén v iontové
optice. Ta se sklada z fotonové zarazky, jejiz cilem je zabranit proniknuti fotonu,
vznikajicich v plazmatu, na detektor. Optika je tvorena iontovou cockou sestavajici z jedné
nebo vicero elektrod. Na tyto elektrody je pfivadéno stejnosmérné napéti, které vychyluje
drahu letu nabitych Castic. Nenabité Castice tak narazi do n&jaké prepazky, kde zanikaji
a nevstupuji dal do detektoru [45,46].

Pted hmotnostnim analyzatorem byva obvykle zafazena kolizni cela, kterd pomaha
k odstranéni interferenci. Tato ¢ast bude popsana nize, kde bude detailn€ji popsan problém
interferenci [45].

Hmotnostni analyzator je ¢ast spektrometru, kde dochazi k separaci iontti na poméru
hmotnosti ku naboji (m/z). V ICP-MS se pouzivaji tfi druhy analyzatort, a to kvadrupolovy,
ktery je popsan nize, a mén¢ uzivany sektorovy analyzator a analyzator doby letu.

NejrozsitenéjSim analyzatorem je kvadrupolovy analyzator (Obr. 9). Ten se sklada
ze 4 kovovych ty¢i, ulozenych ve stejnych vzdalenostech od osy pohybu iontd. Na protilehlé
tyCe je vkladano stejné stejnosmeérné napéti se stfidavym vysokofrekvenénim
extrapolovanym napétim. Stiidavé napéti vychyluje drahu letu iontd, kdy pfi ur€itém tizkém
rozpéti frekvenci proleti pouze urCity typ iontl o zvoleném m/z. Zbylé ionty zanikaji na

analyzatoru [45].
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zdroj stejnosmérného a stiidavého napéti
I

detektor

zdroj stejnosmérného a

iontovy paprsek stfidavého napéti

Obr. 9 — Schéma kvadrupolového analyzatoru [45], upraveno

Finalni casti hmotnostniho spektrometru je detektor. Jeho ukolem je prevadét
dopadajici ionty na méfitelny elektricky signal, ktery byva nasledné vyhodnocen pocitacem.
Nejrozsifenéjsim typem detektoru je elektronovy nasobi¢. Jednd se o sérii silné
nabitych elektrod. Pfi dopadu iontu na elektrodu dojde k emisi elektronu, ktery dopada na
dalsi elektrodu, ktera emituje dalsi elektrony a tim dochazi k zesilovani signalu dopadajiciho

na detek¢ni anodu [45].
Interference

U ICP-MS se objevuji dva typy interferenci. Prvnim druhem jsou spektralni
interference. Ty jsou zpusobeny ionty, které maji velmi podobné az skoro totozné m/z
v porovnani se sledovanym iontem analytu a pfi dopadu na detektor tak dochazi k falesné
pozitivnimu signalu. Druhym typem jsou nespektralni interference. Ty jsou podminény
zejména koncentraci analyzovaného roztoku nebo matricovymi efekty [45,46].

Spektralni interference se dale daji délit podle principu pusobeni. Izobaricky prekryv
je typ spektralni interference, u kterého dochazi kionizaci riznych prvkovych izotopu
s minimalnimi rozdily v m/z (rozdil je mensi nez 0,005). Takto minimalni rozdil neni
kvadrupolovy analyzator schopny rozlisit. Izobaricky prekryv se da fesit matematickou
korekci [46].

Vyznamnym typem spektralni interference je tvorba polyatomickych iontd. Tvorba
polyatomickych iontd je ovlivnéna, krom slozeni vzorku a matrice, i parametry samotného
plazmatu. Specifickym druhem tvorby polyatomickych iontt je tvorba oxida a hydroxida.

Tato interference byla velmi problematicka v obdobi rozvoje ICP-MS. Tvorba ionizovanych
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oxidi a hydroxidu je zpusobena nedokonalou atomizaci a reakci analytu se vzduSnym
kyslikem. Da se ui¢inn¢ potlacit rychlou desolvataci vzorku a piidavkem dusiku do plazmatu
[46].

U prvka snizkou ioniza¢ni energii do druhého stupné se projevuje i tvorba
dvojnasobné nabitych iontt. Pti dopadu na detektor bude dvojnasobné nabity ion poskytovat
signal jako jednonasobné nabity ion s polovicni hmotnosti. Vznik vyse nabitych iontd je
primarné ovlivnén energii plazmatu [46].

Mira interferenci se da velmi ovlivnit samotnym nastavenim pfistroje. Da se ovlivnit
koncentraci a pratokem analytu, pritokem argonu do plazmatu, frekvenci civky nebo
pfidanim pomocnych c¢inidel. U novéjSich pfistroji se mezi iontovou optiku
a hmotnostni analyzator zatfazuje kolizni nebo reak¢ni cela. Ta slouzi pfedevsim k odstranéni
polyatomickych iontt. Do cely je vhanén kolizni (He, H2) nebo reakéni plyn (NH3, Oz, CHa,
...). V cele pak dochazi ke srazkam s t€mito plyny. Polyatomické ionty maji zpravidla vétsi
objem, a tak jsou srazky Cetnéj$i. Ty vedou ke ztraté energie, a polyatomicky ion tak zanika

v kolizni cele, nebo vedou k jejich rozpadu [45,46].
2.3.2 Atomova absorp¢ni spektrometrie

Atomova absorpcni spektrometrie je citliva a specifickd instrumentalni metoda,

pouzivana zejména ke stanoveni vice nez 60 prvka [49,50].
Princip metody

Metoda funguje na principu absorpce svételného zareni o urcitych vinovych délkach.
Pii absorpci zareni dochazi k excitaci elektroni na vysSSi energetické hladiny.
U atomu jsou tyto pfechodné stavy diskrétni a maji podobu Carovych spekter. Energie
absorbovaného fotonu je pfimo umérna prirastku energie atomu a da se spoCitat pomoci
Planckovy rovnice (rovnice 4). Na detektoru se pak méfi ubytek emitovaného zarfeni ze
zdroje. Tento ubytek je pfimo umérny koncentraci sledovaného atomu a podléha Lambert-

Beerovu zakonu (rovnice 5) [49,50].
AE=h-v="° (4) [49]

AE — rozdil energii hladin, h — Planckova konstanta = 6,63-10* Js, v — frekvence

zateni, ¢ — rychlost svétla ve vakuu, A — vinova délka
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A= ¢e-c-1 (5) [49]

A —absorbance, € — molarni absorp¢ni koeficient, c — koncentrace, 1 — délka absorpéni

VIStVy
Instrumentace

Atomové absorpéni spektrometry jsou oproti hmotnostnim spektrometrim
jednodussi a levnéjsi pristroje. Jejich nevyhodou je, Ze se kazdy prvek musi stanovovat
zvlast a neumoziuje multiprvkovou analyzu. Skladaji se ze zdroje zafeni, atomizatoru,

monochromatoru a detektoru. Pfistroj je popsan ve zjednoduseném schématu (Obr. 10).
fotonasobi¢

PC

vybojka s dutou katodou -

[[\:ijrﬁ”‘“‘ﬂr --------------- )

zmlZovaé

plamenovy atomizator s A
monochromator

roztok vzorku

Obr. 10 — Schéma AAS [51], upraveno

Jako zdroje zafeni se vyuzivaji vybojky s dutou katodou (Obr. 11). Tato vybojka
muze byt zhotovena z riznych druht skel, podle druhu emitovaného zafeni. Vnitini prostor
je plnén inertnim plynem (Ar, Ne) na tlak 100-500 Pa. Katoda je vyrobena z velmi Cistého
stanovovaného prvku. Anoda byva z prvku s vysokou teplotou tani. Funguji na principu
tvorby doutnavého vyboje. Mezi elektrody je vkladano napéti 200-600 V. Srazkami
urychlenych elektronti s atomy inertniho plynu dochazi k jeho ionizaci. Ionty plynu pak
dopadaji na katodu a vyrazi z ni atomy prvku, které se excituji pii srazkach s elektrony. Pfi
nasledné deexcitaci dochazi k vyzareni specifického spektra. Jinymi pouzivanymi zdroji pak
mohou byt naptiklad bezelektrodové vybojky nebo specidlni zdroje, jako napiiklad

xenonové obloukové vybojky ¢i polovodi¢ové laserové diody [49].

18



anoda duta katoda
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1/_010\ any nosnik
nebo Ne

stmem

Obr. 11 — Schéma vybojky s dutou katodou [52], upraveno

K prevedeni vzorku na plynné atomy se pouzivaji atomizatory. Ty mohou byt
plamenové nebo elektrotermické. Do plamenového atomizatoru se vzorek privadi ve forme
aerosolu ze zmlzovace. Samotny hotak ma tvar uzké podlouhlé §térbiny. Jako palivova smés
se nejcastéji vyuziva kombinace acetylen-vzduch nebo acetylen s oxidem dusnym. Vzorek
je v malych davkach zavadén do plamene. Cestou dochazi k odpateni rozpoustédla, zplynéni
vzorku a v plamenu se néasledné atomizuje [49].

U elektrotermické atomizace se vyuziva ohfevu prochazejicim proudem. Pouzivany
material by mél mit vysokou chemickou i termickou odolnost a zaroven byt dobrym vodi¢em
proudu a tepla. NejCastéjsi byly atomizatory z polykrystalického grafitu, pyrolytického
grafitu nebo z karbidu kovi ¢i kovovych slitin [49].

Po atomizatoru vstupuje paprsek do monochromatoru. Jeho ucelem je vybrat pouze
cast spektra o vhodné vinové délce a tu propustit dale na detektor. Dfive se pouzivaly
hranolové monochromatory, dnes uz se pouzivaji vyhradné mfizkové monochromatory [49].
Posledni ¢asti je detektor. U atomové absorpni spektrometrie se zpravidla vyuzivaji

fotonasobice [49].
Interference

Interference muzeme opé€t rozdélit na spektralni a nespektralni. Spektralni
interference se projevuji prekryvem spekter nékterych prvka nebo absorpci zareni napiiklad
slozit€j§imi molekulami. Ty nespektralni jsou ovlivnény fyzikalnimi vlivy prostedi, kdy

muze napiiklad dochazet k rozptylu zareni.
2.4 Reserse

Konzumace hmyzu jakozto alternativni zdroj proteinu je pro zapadni svét relativni
novinkou. Z tohoto divodu jesté nevzniklo velké mnozstvi ¢lankt zabyvajicich se touto
tematikou, spiSe se vénuji vyzivové strance. V Tab. III jsou strucné shrnuty ¢lanky, které se

zabyvaji analyzou kovi v hmyzu ureném pro lidskou konzumaci.
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Tab. III — Shrnuti literarni reserse, zabyvajici se stanovenim kovii v hmyzu

Pot¢é bylo jesté piidano 2 ml
peroxidu vodiku a zahtivalo se
do uplného rozpusténi. Vzorek
se nasledné naredil na 30 ml.

kadmia se ve vSech vzorcich pohybuje
v setindch ppm.

Druh vzorku Pfiprava vzorku lS(:::z}r;ovovane Pouziti metoda Vyhodnoceni Reference
Prvky s nejvétsim obsahem byly stanoveny
Vzorky byly vysuSeny a Na (od 38,54 + 0,60 mg/g do 129,1 +£0,13
Termiti druhu rozdrceny na prasek. Nasledné AAS mg/g) a K (od 19,55 + 0,02 mg/g do 164,32
Macrotermes bellicosus, bylo k 0,2 g prasku pfidano ’ , + 0,02 mg/g). Nasleduje Ca (od 3,37 + 0,02
., . Ca, Mn, Mg, Fe, Na a K pomoci
nosorozici druhu 0,04 g CuSOq4, 1,1 g NaSO4 a Cu K. 7n a Na Jamenove emisni mg/g do 9,58 + 0,30 mg/g) s Mg (od 7,12 +
Oryctes monoceros Olivier | 10 ml HoSO,. Nasledné byla T E ckirometric 0,00 mg/g do 18,05 + 0,08 mg/g). Fe a Zn se
a Oryctes boas Fabricius sm¢s zahfivana, dokud se P pohybuji v jednotkach mg/g a mnozstvi Cu [24]
vzorek upln€ nerozpustil. a Mn jsou pod 1 mg/g.
Bylo navédzeno 0,1 g Obecné plati, ze mnozstvi kovil ptimo
vysuseného vzorku a piidano 2 v samotném hmyzu je vyssi nez
Zavije€ voskovy, saran¢e | ml koncentrované HNO:s. v potravinach na bazi hmyzu. Nejvy$si
st¢hovava, potemnik Vzorek se takhle nechal pies As, Cd, Co, Cr, koncentrace byla namétena u Zn (od 25,80
moucny, potemnik noc. Nasledn¢ byl zahiivan 30 Cu, Ni, Pb, Sn, ICP-MS mg/kg do 58,60 mg/kg) a Cu (od 3,47
stajovy, cvréek domaci a minut na 110 °C a poté bylo Zn mg/kg do 7,72 mg/kg). U Ni a Cr jsou
vyrobky z nich piidano 0,2 ml 30% H,0- a hodnoty v desetindch mg/kg a hodnoty Cd [26]
zahtivalo se do uplného se pohybuji v setindch mg/kg. Mnozstvi As,
rozpusténi vzorku. Sn, Pb a Co byly pod mezi stanovitelnosti.
Pfed rozpousténim jesté doslo
u vzorki k odd¢leni hlavicek
od téla a obé& Casti se . , oy
" A o Pfi hodnoceni se zjistilo, Ze vEétsi
rozpoustély zv1ast. K vzorkim , o -
L ey koncentrace sledovanych prvkii se nachdzi
Kobylky posbirané bylo piidano 30 ml v
R s , N v hlavickach. Koncentrace Pb, Cra Zn se
v jihozapadni ¢asti koncentrované HNOs a smés se | Pb, Cr, Cd, Zn AAS ohvbuii v desitkéch ppm. Koneenirace
Ugandy zahtivala 45 minut na 150 °C. polybuy ppm. [53]
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Nekolik druhti ¢lenovci
nakoupenych z thajského
e-shopu

Vzorky byly vysuseny a
rozdrceny na prasek. Nasledné
byla pfiddna celul6za a byly
vylisovany 13mm tablety.

Ca, Ti, V, Cr,
Mn, Fe, Co, Ni,
Cu, Zn, As, Se,
Br, Rb, Sr, Pb

EDXRF

Vysledky méfeni jsou siln¢ variabilni

v zavislosti na méteném druhu. Obecné
plati, Ze ¢im vétsi druh Clenovce, tim vyssi
mnozstvi kovi. Vyrazné vyssi koncentrace
obsahoval velestir cisatsky, plostice druhu
Lethocerus americanus nebo Iétajici termiti.
Ani jeden z druhti nespliuje evropské limity
pro maximalni obsah Pb, ktery se pohyboval
v desitkéach, v nékterych ptipadech i
stovkach ppm.

[54]
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3  Experimentalni ¢ast

3.1 Vzorky

Pro tuto praci byly pouzity ¢tyfi vzorky larev potemnika mou¢ného, vyhradné od
Ceskych certifikovanych chovatelt, a jeden vzorek dospélych jedinct cvréka domaciho od
spoletnosti Biotech Activities, ptvodem ze Spanélska, které pouziva ke svym
zpracovatelskym ucelim Ceska spole¢nost Grig s.r.0.

Vzorky A a B jsou larvy potemnika moucného od plzerniské chovatelské spolec¢nosti
Black Food Market s.r.o. Jedna se o larvy pfiblizn€ stejného staii. Vzorek A byl krmen
standardni krmnou smési sestavajici z vojtésky, brambor a pSeni¢nych otrub. Vzorek B byl
krmen testovaci krmnou smeési na bazi granuli pro psy a kocky. Vzorek C jsou larvy
potemnika moucného od chovatelské spolecnosti Papek s.r.o., sidlici v Jaroméfticich nad
Rokytnou. Tito potemnici jsou krmeni smé&si drcené zeleniny, loupanych brambor a ovoce.
Vzorek D jsou larvy potemnika mouéného z komeréné dostupného produktu ,, Cervici
s prichuti parmezdn . Tyto larvy uz byly zpracovany a ochuceny pfimo k potravinaiskym
ucelim spole¢nosti Grig s.r.o. Jejich puvod je u vySe zminéné spoleCnosti Papek s.r.o.
Vzorek E jsou vySe zminéni cvréci domaci.

Vzorky C a E dorazily ve zmrazené podobé¢ a dale se nijak specialné neupravovaly.
Vzorky A a B dorazily Zivé ptimo od chovateld, proto je bylo potieba zpracovat. Na to byl
zvolen standardni postup zpracovani k potravinaiskym ucelim. Vzorky byly dikladné
promyty pitnou vodou a vlozeny do vrouci vody. Po spafeni se opét nechaly promyt pitnou

vodou, nechaly oschnout a nasledn€ zmrazit. Pouzité vzorky jsou stru¢né€ shrnuty v Tab. IV.
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Tab. IV — Seznam pouzitych vzorkt

Vzorek Znaceni | Druh Krmivo Piavod
Potemnik L .
Larvy , moucny ermnva SIS 2 vojtesky, Black Food Market s.r.o.,
potemnika A . pSenic¢nych otrub a < A1, .
. (Tenebrio Plzen, Ceska republika
moucného . brambor
molitor)
Larv Potemnik
Y moucny Kmmivo na bazi granuli | Black Food Market s.r.0.,
potemnika B . L o Ao .
. (Tenebrio pro domaci zvirata Plzen, Ceska republika
moucného .
molitor)
Larvy Ifl)‘lootligllln'lk Krmna smés ze zelenin Papek s.ro., Jargméﬁce
potemnika C Y. > | nad Rokytnou, Ceska
« (Tenebrio brambor a ovoce i
moucn¢ho . republika
molitor)
Potemnik POteI;l‘ln’lk L . Papek s.r.o., Jaroméfice
« moucny Krmna smés ze zeleniny, o
moucny s D . nad Rokytnou, Ceska
, (Tenebrio brambor a ovoce .
parmezanem . republika
molitor)
Dosvpeh Jedinci Crvéek domaci Krmmivo ze zemédélskych | Biotech Activities, Puebla
cvréka E (Acheta . &
L . produkti De La Calzada, Spanélsko
domaciho domesticus)
3.2 Pristroje a pomucky
Pristroje:

MLS 1200 Mega, vysokotlaky mikrovinny mineralizator s Sesti teflonovymi

rozkladnymi kelimky, Milestone Srl, Sorisole, Italie,

AAS SavantAA, GBC Scientrific Equipment, Australie

e hoicikova vybojka s dutou katodou, Varian, Australie,

e vapnikova vybojka s dutou katodou, Photron PTY. LTD., Australie,

e médeéna vybojka s dutou katodou, NARVA, Némecka demokraticka

republika,

e zinkova vybojka s dutou katodou, Photron PTY. LTD., Austrélie,

ICP-MS 7700x Series, Agilent Technologies s automatickym podavacem

vzorkli ASX-520, Agilent Technologies, Japonsko,

pfistroje

pro pfipravu demineralizované vody

a Direct-Q 3 UV, Merck Millipore, Francie.

Pomicky:

Milli-Q Reference

pipety FINNPIPETTE F2 100-1000 pl a 0,5-5 ml, Thermo Scientific, USA,
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e polypropylenové pipetovaci §picky FINNTIP a Labtip Blue, Thermo
Scientific, Finsko,

e plastové zkumavky s vicky, kelimky, stojanek na zkumavky, stficka, treci
miska s tlouckem,

e laboratorni sklo: odmérné bariky tfidy A 25 a 10 ml, nalevka.
3.3 Chemikailie

e jednoprvkovy vodny CRM ASTASOL - As o koncentraci 1000 + 2 mg/l
v 2% HNOs3;, ANALYTIKA, spol. s.r.0., Praha, Ceska republika,

e jednoprvkovy vodny CRM ASTASOL - Ca o koncentraci 1000 + 2 mg/l
v 2% HNOs3;, ANALYTIKA, spol. s.r.0., Praha, Ceska republika,

e jednoprvkovy vodny CRM ASTASOL - Cd o koncentraci 1000 + 2 mg/l
v 2% HNOs3;, ANALYTIKA, spol. s.r.0., Praha, Ceska republika,

e jednoprvkovy vodny CRM ASTASOL - Co o koncentraci 1000 + 2 mg/l
v 2% HNOs3;, ANALYTIKA, spol. s.r.0., Praha, Ceska republika,

e jednoprvkovy vodny CRM ASTASOL — Cr o koncentraci 1000 + 2 mg/l
v 2% HNOs3;, ANALYTIKA, spol. s.r.0., Praha, Ceska republika,

e jednoprvkovy vodny CRM ASTASOL - Cu o koncentraci 1000 + 2 mg/l
v 2% HNOs3;, ANALYTIKA, spol. s.r.0., Praha, Ceska republika,

e jednoprvkovy vodny CRM ASTASOL - Fe o koncentraci 1000 + 2 mg/l
v 2% HNOs3;, ANALYTIKA, spol. s.r.0., Praha, Ceska republika,

e jednoprvkovy vodny CRM ASTASOL — Hg o koncentraci 1000 + 2 mg/l
v 2% HNOs3;, ANALYTIKA, spol. s.r.0., Praha, Ceska republika,

e jednoprvkovy vodny CRM ASTASOL — Mg o koncentraci 1000 + 2 mg/I
v 2% HNOs3;, ANALYTIKA, spol. s.r.0., Praha, Ceska republika,

e jednoprvkovy vodny CRM ASTASOL — Mn o koncentraci 1000 + 2 mg/I
v 2% HNOs3;, ANALYTIKA, spol. s.r.0., Praha, Ceska republika,

e jednoprvkovy vodny CRM ASTASOL — Mo o koncentraci 1000 + 2 mg/I
v 2% HNOs3;, ANALYTIKA, spol. s.r.0., Praha, Ceska republika,

e jednoprvkovy vodny CRM ASTASOL - Pb o koncentraci 1000 + 2 mg/l
v 2% HNOs3;, ANALYTIKA, spol. s.r.0., Praha, Ceska republika,

e jednoprvkovy vodny CRM ASTASOL - Se o koncentraci 1000 + 2 mg/l
v 2% HNOs3;, ANALYTIKA, spol. s.r.0., Praha, Ceska republika,
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e jednoprvkovy vodny CRM ASTASOL - Zn o koncentraci 1000 + 2 mg/l
v 2% HNOs3;, ANALYTIKA, spol. s.r.0., Praha, Ceska republika,
e kyselina dusicnd 67-69 %, Analpure, ANALYTIKA, spol. s.r.o., Praha,
Ceska republika,
e peroxid vodiku 30 %, AnalR Normapur, VWR Chemicals,
o certifikovany referenéni material NIST CRM 1566b, suSena tkan z ustfic,
NIST, Gaithersburg, USA,
e roztok vnitfniho standardu ASTASOL — Bi, In, Sc, Tb, Y o koncentraci
10 mg/l v 5% HNOs3;, ANALYTIKA, spol. s.r.o., Praha, Ceska republika,
e ladici roztoky pro ICP-MS:
e ladici roztok — Ce, Co, Li, Tl, Y o koncentraci 10 pg/l v 2% HNOs3,
Agilent Technologies, USA,
e 7500 Series PA Tuning 1, Agilent Technologies, USA,
e 7500 Series PA Tuning 2, Agilent Technologies, USA,
e stlacené plyny:
e acetylen — &istota 2.6, SIAD, Ceska republika,
e argon — Cistota min. 4.6, SIAD, Ceska republika,
e helium — ¢&istota 5.5, SIAD Ceska republika,
e oxid dusny — Cistota 2.5, SIAD, Ceska republika.

3.4 Priprava vzorki

Vsechny vzorky bylo potfeba pievést do cirého roztoku. Toho se dosahlo
mikrovlnnym rozkladem v kyselin€ dusi¢né s pridavkem peroxidu vodiku. Na analytickych
vahach bylo do teflonovych nadob plastovou 1zickou navazeno okolo 0,25 g vzorku. Do
nadobky pak bylo napipetovano 3 ml koncentrované HNO3 a 0,5 ml H20,. Nadobka byla
uzaviena vickem a vlozena do teflonového rotoru, ktery se nasledné vlozil do mikrovinného
mineralizatoru a byl spustén rozkladaci program, rozepsany v Tab. V. Po zchladnuti byl
obsah nadob kvantitativné pfeveden do 25ml odmémé bariky, doplnén demineralizovanou
vodou po rysku, promichan a prelit do plastovych zkumavek s vickem. Po rozkladném kroku
byl proveden krok distici, kdy se do nadobky napipetovalo 3 ml kyseliny dusi¢né a byl
spustén Cistici program, nastaveny na 600 W po dobu deseti minut a nasledné probéhla
pétiminutova ventilace. Po Cisticim programu se nadobky vyplachly demineralizovanou

vodou a pouzily k dal§im navazkam.

25



Béhem této prace bylo provedeno nékolik sérii rozkladu. Vzorky se vzdy vazily jako
celé kusy s vyjimkou vzorka pouzitych k testovani vyté€znosti, které byly k zajisténi lepsi

homogenity napied rozdrceny v tfeci misce s tlouckem.
3.4.1 Priprava spikovaciho roztoku

Aby byla otestovana 1 vytéznost pouzitych metod méfeni, byl pfidan ke Ctyfem
vzorkiim cvrcka domaci spikovaci roztok. Ten se pfipravil z jednoprvkovych vodnych CRM
Mg, Ca, Mn, Fe, Zn, Se, Cu, Mo, Cr, Cd, Co o koncentraci 1000 mg/l pfimym fedénim do
25ml odmérné bariky. Nasledné se odpipetovalo 0,25 ml tohoto roztoku k vybranym
vzorkim a byl proveden rozklad popsany vySe. Roztok byl pfipraven tak, aby vysledné
koncentrace ptidanych kovi byly 4000 pg/l pro Mg a Ca, 500 pg/l pro Zn, 200 pg/l pro Mn
a Fe, 100 pg/l pro Cu, 5 pg/l pro Mo, 1 ug/l pro Se a 0,5 pg/l pro Cr, Cd a Co.

Tab. V — Nastaveni programil na mikrovinném rozkladaci

Rozkladny program

Krok Cas (min) Vykon (W)
1. 2 250

2. 2 0

3. 5 400

4. 2 0

5. 2 500

6. 2 0

7. 6 600
Ventilace 5 -

3.5 Priprava kalibracnich roztoku

Pro analyzu pomoci metody ICP-MS byl pfipraven viceprvkovy kalibraéni roztok,
obsahujici Ca, Mg, Fe, Zn, Cu, Pb, Hg, Cd, As, Mn, Cr, Co, Mo a Se. Tento roztok byl
piipraven z jednoprvkovych vodnych standardi o koncentraci 1000 + 2 mg/l. Byla
ptipravena osmibodova kalibracni fada, podle Tab. VII, s vyjimkou Hg, kde nejvys§i mozna
koncentrace byla 500 pg/l. Nejprve byl pfipraven zasobni roztok rtuti o koncentraci
10 mg/l do 10ml odmérné barky, ze kterého bylo napipetovano 1,25 ml do smésného
kalibra¢niho roztoku o nejvyssi koncentraci a poté se roztok fedil podle Tab. VII. VSechny
roztoky byly pfipravovany do 25ml odmérmnych ban¢k. Kazdy roztok byl okyselen 0,25 ml

koncentrované HNO:s.
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Tab. VII — Tabulka pfipravy kalibracnich roztokt pro ICP-MS

¢ (ug/l) ¢ Hg (ug/l) ¢ pipetovaného roztoku (ug/1) V pipetovaného roztoku (ml)
1 0,05 100 0,25

5 0,25 100 1,25

10 0,5 100 2,5

50 2,5 500 2,5

100 5 10000 0,25

500 25 10000 1,25

1000 50 10000 2,5

10000 500 1000000 0,25

Metodou AAS bylo provedeno méfeni nasledujicich prvka: Cu, Zn, Ca a Mg. Pro Ca
byl pfipraven zasobni roztok o koncentraci 100 mg/l, pro ostatni prvky byl pfipraven zasobni
roztok o koncentraci 10 mg/l a naslednym fedénim se pfipravila kalibracni fada. VSechny
roztoky byly pfipraveny do 25ml odmérnych banék a byly okyseleny 0,25 ml HNOs. Pro
kalibraci Ca a Mg byl pfipraven jeden smésny kalibracni roztok v koncentracich 0,5; 1; 2;
5; 8 a 10 mg/l pro Ca a 0,1; 0,2; 0,5; 0,8 a 1 mg/l pro Mg. Kalibracni fada pro Zn a Cu byla
pfipravena z roztoka o koncentracich 0,05; 0,1; 0,2; 0,5; 0,8 a 1 mg/l.

3.6 Meéreni metodou AAS

Toto méfeni bylo provedeno na atomovém absorpCnim spektrometru znacky
SavantAA od spolecnosti GBC Scientific Equipment. Jedna se o dvoupaprskovy absorpni
spektrometr, schopny méfeni 1 v emisnim modu. Je vybaveny automatickym rotacnim
zasobnikem az pro osm vybojek, monochromatorem umoziiujicim automaticky vybér
vlnové délky v rozsahu od 170 do 900 nm a hyper pulsni korekci pozadi pomoci deuteriové
vybojky. Mlzn4 komora je vyrobena z inertniho polypropylenu. K atomizaci se standardné
pouziva 10cm Sté€rbinovy hofak vyrobeny z titanu. Plamen je sloZzen ze smési acetylenu
(palivo) a vzduchu (oxidovadlo). V nékterych ptipadech je mozné pouzit jako oxidovadlo
N>O k dosazeni presnéjSich vysledku, viz stanoveni Ca niZe.

Jak je uvedeno v predchozi kapitole, touto metodou se stanovovala Cu, Zn, Ca a Mg.
Jako zdroj zareni se vzdy pouzila vybojka s dutou katodou pro dany prvek a k atomizaci byla
pouzita smés plynu acetylen-vzduch. Napfed byla prométena kalibracni fada a nasledné
vzorky. Mezi kazdym vzorkem pfistroj kratce nasdval demineralizovanou vodu. Kazdy

vzorek byl promeéfen celkem 5x.
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Jelikoz hodnoty Ca jsou pifi klasickém méfeni v plamenu acetylen-vzduch
podhodnoceny kviili nespektralnim interferencim, byla pro presnéjsi vysledky pouzita smés
acetylenu a oxidu dusného. Standardni 10cm hoték byl vyménén za Scm uzky titanovy horak
urceny pro tento plamen. Méteni pak probihalo podle postupu uvedeného vyse. Nastaveni

spektrometru pro jednotliva méfeni je uvedeno v Tab. VIIL.

Tab. VIII — Nastaveni AAS spektrometru pro jednotlivda métfeni

Prvek VInova délka (nm) | Zhavici proud (mA) | Siika §térbiny (nm) | Smés plyna

Mg 285,2 3 0,5 acetylen-vzduch

Ca 4227 10 0,5 acetylen-oxid dusny
Cu 3247 3 0,5 acetylen-vzduch

Zn 213,9 5 0,5 acetylen-vzduch

3.7 Meéreni metodou ICP-MS

Meéteni metodou ICP-MS probihalo na pfistroji Agilent 7700x od spolecnosti
Agilent. Tento prfistroj je vybaven koncentrickym zmlzovaem s prutokem 400 pl/min,
Scottovou mlznou komorou, oktapolovou kolizni celou, kvadrupolovym analyzatorem a je
doplnén o automaticky podava¢ vzorki ASX-520, umoziiujici automatické davkovani
vzorkd.

Touto metodou byly méfeny izotopy 2*Mg, 4*Ca, 32Cr, >Mn, °Fe, *Co, %Cu, %Zn,
5As, 8Se, Mo, 1'Cd, 22Hg, 2Pb. Vsechny prvky byly méfeny v He mddu, kdy kolizni
celou protékalo helium, jakozto kolizni plyn. Pfed méfenim vzorku byl pfistroj nakalibrovan
sérii  kalibra¢nich roztoki. Mezi jednotlivymi méfenimi pfistroj kratce nasaval
demineralizovanou vodu. Jako vnitini standard byl pouzit smésny roztok Bi, In, Sc, Tba Y.

Nastaveni pfistroje pro meéfeni je popsano v Tab. IX.

Tab. IX — Nastaveni pfistroje pro ICP-MS

Prikon generatoru 1550 W
Prutok plazmového plynu 15 I/min
Prutok nosn¢ho plynu 1,7 I/min
Prutok pomocného plynu 0,9 1/min
Pritok He 5 /min
Teplota mlzné komory 2°C
Otacky pumpy 0,1 RPS
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4  Vysledky a diskuse

4.1 Vyhodnoceni vysledkii z AAS

Metodou FAAS byly ve vSech vzorcich stanoveny kovy: Mg, Ca, Cu a Zn. Pro Mg,
Cu a Zn byla k atomizaci vyuzita smes acetylen-vzduch a pro Ca se jako oxidovadlo pouzil

oxid dusny.
4.1.1 Kalibrace

Pred méfenim byl piistroj nakalibrovan sérii roztokti popsanych v kapitole 3.5. Ze
zavislosti absorbance na koncentraci byla vizualné zkontrolovana linearita méfeni a byl
spocitan koeficient determinace, ktery by mél spliiovat akceptacni kritérium linearity, pro
které plati ze R>> 0,99. Na Obr. 12 a 13 jsou graficky znazornény kalibracni pfimky pro
stanovované prvky ze dne meéfeni 27. 03. 2023 a k nim pfislusici koeficienty determinace.
Rovnice kalibra¢nich pfimek a hodnoty koeficienti determinace pro méfeni ze dne

24. 02. 2023 jsou uvedeny v Pfiloze I. K vyhodnoceni byl pouzit software MS Excel.
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Obr. 12 — Kalibrac¢ni zavislosti pro Zn, Cu a Mg
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Obr. 13 — Kalibracni zavislost pro Ca

Zjisténé determinacni koeficienty (0,9982 pro Mg, 0,9942 pro Zn, 0,9992 pro
Cu a 0,9952 pro Ca) potvrzuji, ze akceptacni kritérium linearity je splnéno pro vSechny

stanovované prvky.
4.1.2 Testovani vychyleni

Vychyleni méfeni bylo spocitano z naméfenych hodnot certifikovaného referencniho

materialu NIST CRM 1566b pomoci vzorce:

|xe — x| < 2-Juz + u?

Kde xe odpovida pruméru naméfenych hodnot, x. je certifikovana hodnota, u. je v tomto
ptipadé odhad nejistoty meéteni, spoCitany jako podil smérodatné odchylky ku druhé
odmocniné po¢tu méfeni. A uc je poloviéni hodnota roz§ifené nejistoty certifikovaného
referenéniho materialu udavané vyrobcem. V Tab. X jsou uvedeny zminéné hodnoty ziskané
ze tfi méteni pro Zn, Cu a Mg a ze dvou méfeni pro Ca. Kvuli velmi nizkému poctu méfeni
jsou tyto hodnoty spiSe orientacni. V referen¢nim materialu byla v roce 2023 v laboratofi
zjisténa vlhkost 10 %. Hodnoty v tabulkach jsou jiz prepocitany na susinu. Certifikované

hodnoty referen¢niho materialu jsou uvedeny v Pfiloze IIL

Tab. X — Hodnoty pro testovani vychyleni

Prvek  |xe(mg/kg) |xc(mg/kg) ue (mg/kg) | uc (mg/kg) Ixe - Xel < 2-V(ue2 + u?)
Zn 1578 1424 38 23 154 > 88
Cu 71,2 71,6 2,8 0,8 0,4<5,8
Mg 1011 1085 60 12 74 <122
Ca 892 838 134 10 54 <268
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Ze ziskanych hodnot bylo zji§téno, ze pouze hodnoty Zn se vyznamné lisi od certifikovanych

hodnot, ale vysledky mohou byt zkresleny nizkym poctem méfeni.
4.1.3 Testovani vytéznosti

Vytéznost byla zjisténa z porovnani hodnot ziskanych méfenim vzorka rozdrcenych
cvrcka bez a s pridanim spikovaciho roztoku, jehoZz piiprava je popsana v kapitole 3.4.1.
Vytéznost je vyjadiena v % a byla spocitana jako podil primért pozorovaného obsahu ku
teoretickému obsahu. Vysledky jsou shrnuty v Tab. XI. Ziskané hodnoty jsou primérem
z méfeni 4 alikvotl, pfipravenych rozdrcenim a Castecnou homogenizaci, bez ptidavku

spikovaciho roztoku a 4 alikvotu s pfidavkem spikovaciho roztoku.

Tab. XI — Vysledky vytéznosti pro metodu AAS vcetné smérodatnych odchylek

Prvek Priiméma pozorovana hodnota Primérma teoreticka hodnota Priméma
(mg/kg) (mg/kg) vytéznost (%)

Zn 32,30 32,62 99

Cu 15,44 12,64 122

Mg 738,11 678,60 108

Ca 924,29 1175,68 78

Zvolené akceptacni kritérium 80-120 % bylo mirné piekroc¢eno pro Cu a Ca.
4.1.4 Stanovena mnozstvi kovu ve vzorcich metodou AAS

V Tab. XII jsou shrnuty vysledné koncentrace kovi ve vzorcich méfené metodou
AAS. Jedna se o prumérné hodnoty ziskané z nékolika rozkladtd jednotlivych vzorku.
Z tabulky je patrné, ze dospéli jedinci cvréki domacich maji az dvojnasobné mnozstvi Zn,
Cu a Ca, ale oproti larvam potemnikti maji zhruba polovi¢ni obsah Mg. Obecné nejvyssi
obsah stanovenych latek maji vzorky potemnika moucného ochuceného kofenici smeési
a urCeného piimo k prodeji spotiebitelim. Zde je obsah latek, pravdépodobné diky
pouzitému kofeni a zpusobu zpracovani, zhruba dvojnasobny oproti nijak neupravenym

vzorkiim larev potemnika.

Tab. XII — Stanovend mnozstvi kovu ve vzorcich metodou AAS vcetné smérodatné

odchylky (mg/kg)

Vzorek | Poéet mcfeni Mg Ca Cu Zn

A 4 844 + 158 292 + 32 38+12 28+5

B 4 821 £ 156 332+ 58 3,604 24+9

C 5 717 £ 90 268 = 14 3,9+0,5 22+ 8

D 5 1506 + 98 677 + 36 11,3+ 0,6 49+ 8

E 4 367113 775+ 22 8,1+22 48 £ 13
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4.2 Vyhodnoceni vysledki z ICP-MS

Metodou ICP-MS byl méfen obsah izotopt kovii uvedenych v kapitole 3.7. VSechny
kovy byly méfeny v heliovém modu, kdy kolizni celou proudilo helium jako kolizni plyn

k vyruSeni spektralnich interferenci.

4.2.1 Kalibrace

Pred méfenim vzorku byl pfistroj nakalibrovan kalibracnimi roztokys, jejichz pfiprava
je popsana v kapitole 3.5. Kalibracni pfimky a koeficienty determinace byly pouzity
k vyhodnoceni linearity. Na Obr. 14 a 15 jsou jako ptiklady zobrazeny kalibra¢ni zavislosti
pro Mg a Hg. Rovnice kalibracnich zavislosti a koeficienty determinace pro ostatni prvky
jsou uvedeny v Tab. XIII. Uvadéné hodnoty jsou ze dne méfeni 04. 04. 2023. Hodnoty ze
dne 10. 03. 2023 jsou uvedeny v Piiloze II. Ve vSech pripadech kalibrace je splnéno

kritérium linearity.
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Obr. 15 — Kalibraéni zavislost pro Hg
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Tab. XIII — Piehled jednotlivych kalibra¢nich zavislosti

Pruck Viitini sandard | R Rovnice Kalibracnich
*Mg *Sc 1 y =1,0016x — 14,013
“Ca *Sc 0,9999 y =1,0002x — 1,756

2Cr #3Sc 0,9999 y =1,0018x — 15,492
>Mn #3Sc 0,9999 y =1,0018x — 15,64

*0Fe *Sc 0,9999 y =1,0019x - 16,284
»Co Y 1 y =1,0007x - 5,7116
$Cu Y 1 y = 1,0006x - 4,8591
67n Y 1 y = 1,0009x - 8,0816
PAs Y 1 y =1,0007x - 6,3434
"#Se Y 1 y =0,9994x + 5,0449
Mo Y 0,9999 y =1,0021x - 18,437
Hcd 5In 0,9999 y=1,0014x — 12,434
Mg 19T 1 y = 1,0007x — 0,2875
28ph Th 1 y =1,0015x — 13,068

4.2.2 Meze detekce a meze stanovitelnosti

Hodnoty LOD a LOQ byly spocitany pouze orientacné jako trojnasobek
a desetinasobek hodnot smérodatnych odchylek z méfeni slepych pokusti a nasledné
pfepocitany na primérnou navazku 0,25 g. K vypoctu bylo celkem pouzito 7 hodnot slepych

pokust. Tyto hodnoty jsou uvedeny v Tab. XIV.

Tab. XIV — LOD a LOQ stanovené pro metodu ICP-MS (mg/kg)

Prvek LOD LOQ
Mg 1,91 6,36
Ca 14,80 49,32
Cr 0,01 0,05
Mn 0,04 0,12
Fe 2,14 7,13
Co 0,02 0,05
Cu 0,04 0,12
Zn 2,03 6,76
As 0,39 1,29
Se 0,06 0,20
Mo 0,22 0,73
Cd 0,01 0,03
Hg 0,07 0,24
Pb 0,04 0,12
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4.2.3 Testovani vychyleni

Vychyleni bylo spocitano dle stejného vzorce a stejnym postupem jako vychyleni

pro metodu AAS popsané v kapitole 4.1.2. Vysledky jsou uvedeny v Tab. XV.

Tab. XV — Hodnoty pro testovani vychyleni pro metodu ICP-MS

Prvek |x.(mg/kg) |xc(mg/kg) |ue(mg/kg) |uc(mg/kg) Ixe - Xel < 2-V(ue2 + uc?)
Mg 1010 1085 16 12 75> 40

Ca 795 838 7 10 43> 24

Cr 0,35 - 0,02 - -

Mn 17,5 18,5 0,1 0,1 1,0>0,3

Fe 190,8 205,8 0,3 34 15,0>6.8

Co 0,191 0,371 0,047 0,005 0,180 > 0,095
Cu 62,1 71,6 0,2 0,8 95> 1,6

Zn 1256 1424 7 23 168 > 48

As 6,98 7,65 0,16 0,33 0,67 <0,73

Se 2,02 2,06 0,03 0,08 0,04 <0,17

Mo 0,085 - 0,043 - -

Cd 2,68 2,48 0,04 0,04 0,20>0,11

Hg 0,0221 0,0371 0,0052 0,0007 0,0150>0.0105
Pb 0,323 0,308 0,014 0,005 0,015 <0,030

-Hodnoty nejsou certifikovany vyrobcem

Z naméfenych hodnot 1ze vycist, ze pouze hodnoty pro As, Se a Pb se vyrazné

nevychyluji od certifikovanych hodnot. Naméfené hodnoty jsou pro ostatni prvky nizsi nez

certifikované. I zde byl proveden pfepocet na susinu (vlhkost CRM 10 %). Tyto vysledky

vSak mohou byt zkresleny nizkym poctem naméfenych hodnot.

4.2.4 Testovani vytéznosti

Vytéznost byla ziskana stejnym postupem, ktery je popsan v kapitole 4.1.3 pro

metodu AAS. Vysledky jsou shrnuty v Tab. XVI. K méfeni vytéznosti byly pouzity stejné

alikvoty, jako pfi méteni vytéznosti pro metodu AAS, popsané v kapitole 4.1.3.
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Tab. XVI — Hodnoty vytéznosti pro metodu ICP-MS v¢etné smérodatnych odchylek

Prvek Priiméma pozorovana hodnota Primérma teoreticka hodnota Priméma
(mg/kg) (mg/kg) vytéznost (%)

Mg 792,35 751,58 105

Ca 1008,36 1102,31 91

Cr 0,12 0,14 83

Mn 36,23 35,21 103

Fe 47,20 52,17 90

Co 0,09 0,05 157

Cu 17,04 15,44 110

Zn 100,95 119,84 84

As - - -

Se 0,24 0,22 105

Mo 0,81 0,63 112

Cd 0,09 0,06 152

Hg - - -

Pb - - -

-Hodnota byla pod mezi detekce
Pro As, Hg a Pb nebyla vytéznost stanovena z divodu velmi nizkych mnozstvi, kvili
¢emuz nemohl byt spocitan pridavek standardnich roztokd. Zvolena mez 80-120 % nebyla

splnéna pro Co a Cd.
4.2.5 Stanovena mnozstvi kovu ve vzorcich metodou ICP-MS

V Tab. XVII jsou uvedeny vysledky méfeni metodou ICP-MS. Z téchto hodnot je
mozné vyvodit, Ze ve vétsSim mnozstvi se ve vzorcich nachazi Mg a Ca ve stovkach mg/kg,
dale Zn a Fe v desitkach mg/kg. Mn a Cu jsou ve vzorcich jednotky mg/kg a o zbytku prvku
lze prohlasit, ze se nachazi pod mezi stanovitelnosti nebo pod mezi detekce. Jak bylo
pozorovano u metody AAS 1 zde je mozné konstatovat, ze vzorky cvr¢ka domaciho obecné
obsahuji vys§i mnozstvi stanovenych prvkd, s vyjimkou Mg, ktery je vyssi u vzorki
potemnika moucného. Vzorky cvrcka domaciho obsahuji oproti potemnikiim vyrazn€ vice
Mn. Vzorky komer¢né prodavanych, ochucenych potemnikii pak maji dvojnasobny az

trojnasobny obsah stanovovanych latek oproti neupravenym vzorkim potemnika.
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Tab. XVII — Stanovena mnozstvi kova ve vzorcich metodou ICP-MS vcetné smérodatné odchylky (mg/kg)

Vzorek Povcvet . |Mg Ca Cr Mn Fe Co Cu Zn As Se Mo Cd Hg Pb
mereni

A 4 ??2 * 221426 |<LOQ  [2,4%09 ;33’9 * |<LOD [48+09(39+4 |<LOD |<LOD |<LOQ 8’8‘1‘ * |<cop |<LOD

B 4 Zgg * 1209+28(<LOQ [2,3+02 }47’3 * 1<LOD [46+02[39+6 |<LOD |<LOD |<LOQ 8’8‘2‘ * lop |<LoD
608 + 14,6 +

C 5 03 126£59|<LOQ  [1,8£02 |4, LOD [4,1£1,0|2949 [<LOD |<LOD [<LOQ |<LOQ |<LOD |<LOD
1568 + 372+ 12,7 + 0,87+ 0,05

D 5 206 394 £ 67 |[<LOQ |4,6£0,5 5.5 <LOQ 15 79+ 13 |[<LOD |<LOQ 0.07 0.02 <LOD |<LOD

523+ 0,059+ |159+ [20,6+ 0,05 +
E 4 37481 | o 003t |3 103 |<LOQ [84£33|51£19 |<LOD |<LOQ |<LOQ |yo3™ |<LOD |<LOD
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4.3 Diskuse

4.3.1 Porovnani metod
K porovnani vysledka pouzitych metod a vyhodnoceni, zdali se od sebe statisticky
vyznamné neli§i, byl pouzit v programu MS Excel dvouvybérovy parovy t-test na hladiné
vyznamnosti o = 0,05. Byly porovnany stfedni hodnoty pro Mg, Ca, Cu a Zn. Vysledky se
od sebe vyrazné nelisi pouze v ptipadé Mg. V piipadeé Cu a Zn bylo naméfeno niz§i mnozstvi

metodou AAS oproti ICP-MS. U Ca je tento trend opacny.
4.3.2 Zhodnoceni

O vsech vzorcich lze prohlasit, ze z hlediska obsahu kovli obsahuji pfedevsim vyssi
mnozstvi Mg a Ca. Déle pak Zn a Fe v desitkach mg/kg a Mn s Cu v jednotkach mg/kg. Co
se ty¢e mnozstvi Cd, to bylo u vSech vzorkli nameéfeno v radech setin mg/kg, tudiz vSechny
vzorky spliiuji legislativni mez EU, ktera stanovuje nejvyssi obsah Cd 0,05 mg/kg pro larvy
potemnika mouc¢ného a 0,06 mg/kg pro cvrcka domaciho. Mnozstvi ostatnich tézkych kovi
bylo pod mezi detekce, potazmo pod mezi stanovitelnosti, stejné tak mnozstvi Cr, Co, Se
a Mo.

Vyrazné vys§§i mnozstvi méfenych prvki obsahuje vzorek ochuceného potemnika.
Tento narast je nejpravdépodobnéji zapiiCinén zpusobem upravy larev k potravinarské
spotfebé. Vzorky A a B, které pochazi ze stejné chovné farmy, ale byly krmeny riznymi
krmivy, se hodnotami kovli mezi sebou vyrazné neodlisuji. Niz§i hodnoty pak byly
naméfeny u vzorku C, coz mize byt zplisobeno pouzitim jiné krmné smési, poptipade jinym
chovnym prostfedim. U vzorku E byly naméfeny hodnoty vyssi oproti vzorkim
A, B a C, jelikoz se jedna o jiny druh hmyzu s odliSnym stafim a metabolismem.

Pro srovnani s jinymi doposud publikovanymi pracemi je nejrelevantnéjsi prace [23],
kde se téz zabyvaji zejména potemniky a cvrcky dostupnymi pro evropsky trh. K analyze
pouzili stejnou metodu ICP-MS a téméf stejnou metodu rozkladu s rozdilem, ze nebyl pouzit
mikrovinny analyzator, ale nechavali vzorky volné rozkladat ve smési HNO3 a H20..
Radové dosahli podobnych vysledkd, kdy obsah Zn v potemniku mouéném stanovili na
58,60 mg/kg a obsah Cu na 5,81 mg/kg. V této praci se pro porovnani, podarilo metodou
ICP-MS stanovit mnozstvi Zn od 29 do 39 mg/kg a mnozstvi Cu od 4,1 do 4,8 mg/kg. Jelikoz
v publikaci [23] byl méfen cvréek domaci jen jako soucast produktu, ktery obsahoval jen
necelych 9 % hmyzi Casti, budou pro dalsi srovnani pouzity hodnoty z méfeni vzorku sarance

stehovavé. Zde bylo stanoveno mnozstvi Zn v priméru na 37,7 mg/kg a mnozstvi Cu na 8,42
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mg/kg. V porovnani se vzorky cvr¢ka doméaciho bylo stanoveno mnozstvi Zn na 51 mg/kg
a mnozstvi Cu na 8,4 mg/kg. Naméfené hodnoty v této praci se tedy piiblizuji hodnotam,
které byly ziskany v praci [23]. Ostatni porovnatelné métfené prvky (As, Pb, Co, Cr) ve
zminéné publikaci byly pod mezi stanovitelnosti.

Porovnani s ostatnimi publikacemi [21, 42, 57] maze byt zavad€jici, nebot’ pro své
méfeni pouzivaji hmyz, ktery je vzrustové prili§ odliSny oproti druhiim pouzitych v této
praci, nebo byl chytan z volné ptfirody, coz ma za nasledek zvySeny obsah predevsim tézkych
kovii. Obecné 1ze vSak konstatovat, ze nejvyssi obsah bude vzdy u alkalickych kovi a kovi

alkalickych zemin a dale pak pfedev§im Zn a Fe.
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S  Zavér

Cilem této prace bylo stanoveni kova ve vybranych vzorcich hmyzu urcenych pro
lidskou konzumaci. Toho bylo dosazeno vybérem 5 vzorkd dostupnych pro ¢esky trh, kdy
4 vzorky sestavaly z larev potemnika mouc¢ného, z toho jeden vzorek byl upraven a ochucen
pfimo ke komercnimu uziti a lidské spotiebé€, a jeden vzorek cvréka domaciho. Analytické
metody pouzité k tomuto ucelu byly FAAS a ICP-MS. Metodou FAAS bylo stanoveno
mnozstvi Mg, Ca, Cu a Zn a metodou ICP-MS byly méteny Mg, Ca, Cr, Mn, Fe, Co, Cu,
Zn, As, Se, Mo, Cd, Hg a Pb.

Prvni podkapitola teoretické Casti byla zaméfena na obecnou problematiku jedlého
hmyzu na nasem uzemi a shrnuje druhy schvélené k lidské spotiebé a legislativu s tim
spojenou. Druha podkapitola stru¢né popisuje stanovované kovy a jejich ptiznivy 1 negativni
vliv na lidské zdravi. Tteti podkapitola zahrnuje metody analyzy, princip pouzitych metod
a popis pouzitych piistroju.

V experimentalni ¢asti byl popsan kompletni pracovni postup, od pfipravy a rozkladu
vzorku, pres pfipravu kalibrac¢nich roztoki az po samotnou analyzu popsanymi metodami.
Ctvrta kapitola shrnuje vyhodnoceni naméfenych dat s kalibraénimi kiivkami a vypocty
vytéznosti, odchylek a mezi detekce a mezi stanovitelnosti.

Z vysledku vyplyva, ze u vSech vzorkl jsou nejzastoupené€jSimi prvky Mg a Ca ve
stovkach mg/kg. Dale vzorky obsahovaly vys§i mnozstvi, v fadech desitek mg/kg, Zn, Fe
a v ptipadé vzorku cvrcka domaciho 1 Mn, konkrétné 15,9 mg/kg. V jednotkach mg/kg jsou
pak zastoupeny Cu a Mn. Cr, Co, Se a Mo jsou ve vzorcich pod mezi detekce nebo pod mezi
stanovitelnosti. Tézké kovy byly u vSech vzorkl pod mezi detekce, vyjma Cd, u kterého byl
naméfen obsah 0,04-0,05 mg/kg.

Zadny ze vzorkd nepiekrogil legislativni mez EU na obsah Cd a ze zjisténych hodnot
i jinych prvk je Ize prohlasit za bezpecné ke konzumaci. Dokonce i k pomérné vysokym
koncentracim Mg, Ca, Zn a Fe by mohly slouzit jako vhodny zdroj téchto prvki
v alternativnich nebo udrzitelnych potravinach.

Zavérem lze konstatovat, ze hmyz mizeme povazovat, i pies odpor vétSiny lidi, za
potravinu budoucnosti a ze se s touto alternativni potravinou skytajici nejeden pfinos
budeme v regalech obchodu setkavat stale Casté€ji. Na zakladé toho by bylo pro budouci
méfeni vhodné zvazit lepsi upravu vzorku, napfiklad vzorky pred samotnym rozkladem
vysusit a nasledné ¢astecné homogenizovat rozdrcenim nebo rozetfenim na praSek. Tato

uprava by mohla vést k presnéjsim vysledkim jednotlivych méfeni.
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7 Prilohy

Priloha I — Rovnice kalibracnich zavislosti a koeficientti determinace pro AAS ze dne
24.02. 2023

Prvek Rovnice kalibra¢ni zavislosti Koeficient determinace
Zn y =-0,0821x? + 0,2684x + 0,0044 0,9947
Cu y =0,1062x + 0,0006 0,9982
Ca y =0,0471x + 0,007 0,9994
Mg y =0,8748x + 0,0069 0,9994

Priloha IT — Rovnice kalibracnich zavislosti a koeficienti determinace pro ICP-MS ze dne
10. 03. 2023

Prvek Rovnice pfimky Determinacni koeficient
Mg y =0,9998x + 1,5382 1

“Ca y =0,9882x + 102,85 0,9981
*Ca y =0,9894x + 91,729 0,9982
32Cr y = 1,0002x - 1,9888 1
Mn y = 1,0003x - 2,6005 1

Fe y=1x+0,1336 1

¥Co y =0,9999x + 0,5531 1

8Cu y =0,9998x + 1,771 1

%Zn y =0,9994x + 5,0084 1

5As y = 1,0007x - 6,3679 1

8Se y =0,9998x + 1,742 1

Mo y =1,0011x - 9,2315 1

1Cd y = 1,0003x - 2,2277 1
22Hg y =1,0125x - 5,4194 0,9975
208pp y = 1,0002x - 2,17 1
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Priloha III — Certifikované hodnoty vCetné rozsifenych nejistot (k = 2) pro certifikovany
referen¢ni material NIST 1566b

Prvek | Certifikovana hodnota (mg/kg)
Mg 1085 £ 23

Ca 838 £ 20

Mn 18,5+ 0,2

Fe 2058+ 6.8

Co 0,371 £ 0,009
Cu 71,6+ 1.6

Zn 1424 £ 46

As 7,65+ 0,65

Se 2,06 +£0,15

Cd 2,48 £ 0,08

Hg 0,0371 £ 0,0013
Pb 0,308 £ 0,009
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