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1 Uvod

V moderni uspéchané dob¢ zijeme Casto nezdravym zivotnim stylem s nadmérnym
stresem a nedostatkem pohybu. VSechny tyto vlivy znamenaji pro nase t€lo znacnou zatéz a
dlouhodobé mohou zpusobovat nedostatek nékterych Zivotné dulezitych latek, coz vede
k vaznym zdravotnim problémtum. Dopliiky stravy zde hraji vyznamnou roli, protoze dokazi
alesponl ¢astecn¢ vyvazit skryté i zjevné nedostatky nasi stravy, a tak funguji jako urcita
prevence proti onemocnéni, dale mohou zpomalit proces starnuti, zvysit fyzickou i
psychickou vykonnost, redukovat nepfiznivé vlivy zivotniho prostiedi, zlepsovat celkovou

regeneraci téla aj. [1]

Kazdy dopln€k stravy mlze obsahovat ur¢ité mnozstvi tézkych kovi, ty se mizou
do dopliku stravy dostat naptf. kontaminaci Zivotniho prostiedi (pidy, vody, ovzdusi),
neSetrnym zpracovanim rostlin a zivo€ichli nebo nedostatecné propracovanou vyrobni
linkou. Protoze se dopliiky stravy piijimaji v drtivé vétsiné opakované kazdy den, nebezpeci
z kontaminace té¢Zkymi kovy znac¢né vzrista. Asi 20 % spotiebiteli v EU uziva alespon 1
doplngk stravy denné. A pocet uzivateli je na vzestupu [2]. Je proto tieba trh s dopliky

stravy ptisn¢ kontrolovat a dbét na to, aby byly dopliiky stravy vZdy maximalné Cisté.

Cilem moji bakalafské prace bylo stanovit ve 2 doplicich stravy tézké kovy, a to
konkrétné As, Cd, Hg a Pb. Zaméfil jsem se na tyto 4 té€zké kovy, protoze se v 1é¢ivech
stanovuji nejcastéji a jsou pro lidsky organismus extrémné nebezpecné. Stanoveni bylo
provedeno po validaci postupti méteni, k niz bylo ptistoupeno s vyuzitim doporuceni
pouzivanych pii kontrole Iékl. Stanoveni tézkych kovi bylo provedeno moderni
instrumentalni technikou, metodou ICP-MS, ktera je v soucasné dobé z pohledu
multiprvkové analyzy vysoce univerzalni a poskytuje nizké meze detekce a stanovitelnosti
[3]. Z védeckych c¢lankd o dané problematice byla vytvofena literarni reserSe, které byla
napomocna pii hledani optimalniho postupu rozkladu vzorku pomoci mikrovinného
mineralizatoru. Jelikoz problematika stanoveni t€zkych kovli v dopliicich stravy je relativné
nova, dalsi problém byl vyhledéani legislativnich limiti pro tyto 4 t€zké kovy v doplicich
stravy, zejména pak As. Limitni hodnota pro As v doplicich stravy byla dohledana

v americkém lékopise.



2 Teoreticka Cast

2.1 Dopliiky stravy

Dopliikkem stravy se podle zakona ¢. 110/1997 Sb. rozumi potravina, jejimz ucelem
je dopliovat béznou stravu a které je koncentrovanym zdrojem vitaminll a mineralnich latek
nebo dalich latek s nutricnim nebo fyziologickym ucinkem, obsazenych v potraviné

samostatné nebo v kombinaci, urcend k piimé spotiebé v malych odmétenych mnozstvich.
[4]

Problematiku dopliiki stravy upravuje na narodni urovni vyhlaska ¢. 58/2018 Sb. [5],
o doplncich stravy a sloZeni potravin, ktera je transpozici smérnice Evropského parlamentu
a Rady 2002/46/ES [6] o sblizovani pravnich piedpisi ¢lenskych statt tykajicich se doplnka
stravy. Tato vyhlaska upravuje: a) pozadavky na slozeni doplika stravy, jejich ozna¢ovani

a zpusob pouziti dopliki stravy, b) pozadavky na slozeni potravin.
a) pozadavky na slozeni doplnki stravy

(1) Vitaminy a mineralni latky a jejich formy, které lze pouzit pro vyrobu
doplnka stravy, jsou stanoveny v piilohach ¢. I a IT smérnice 2002/46/ES [6] o sbliZzovani
pravnich predpist ¢lenskych stata tykajicich se dopliika stravy, ve znéni ptimo pouzitelnych

predpisit Evropské unie.

(2) Nékteré dalsi latky, které 1ze pouzit pro vyrobu dopliiki stravy, a podminky, za

kterych je lze pouZit, jsou uvedeny v pfiloze €. 1 k této vyhlasce.

Zajimavé informace, tykajici se doplitki stravy, byly neddvno uvetejnény v ¢asopise
Téma [7-8]: V celé Evropé funguje systém RASFF. Slouzi k oznamovani pifimého nebo
nepiimého rizika pro lidské zdravi, toto riziko mize pochazet z potraviny nebo krmiva.
UmozZiuje rychlé a u¢inné sdileni informaci o nebezpecnych potravinach nebo krmivech
mezi ¢leny systému: Evropskou komisi, ¢lenskymi staty EU a EFTA a Evropskym tGfadem
pro bezpeénost potravin. Za rok 2019 ma Ceska republika po Cin& nejvice zachycenych
potravin. Cina mé&la 27 oznameni, my 21, Polsko 20, Italie 12, Némecko 8. Kterych potravin
se to tyka? Kromé ovoce a zeleniny napiiklad také doplnki stravy, obilnin a pekaiskych

vyrobkd, ofechil, masa, masnych vyrobkd, ryb a rybich vyrobki, hotovych jidel... V téchto



potravinach se vyskytovaly tfeba mykotoxiny, mikroorganismy, tézké kovy, rezidua

pesticidu, alergeny a jiné Skodliviny.

Lidé¢, kteti chtéji prozit aktivni a zdravy Zivot nebo trvale podéavat dobry fyzicky a
dusevni vykon, usiluji o to, aby vypadali a citili se dobte. Dopliikky stravy po vlastnich

zkusenostech tedy uptimné vitaji. [1]

2.2 Rozdil mezi dopliikkem stravy a l1é¢ivem

Doplnky stravy nemohou dle platnych pravnich ptedpisi [4-6] deklarovat vlastnosti

prevence, 1écby nebo vyléceni onemocnéni nebo na tyto vlastnosti odkazovat.

Uginky deklarované vyrobcem nejsou nikym ovéfovany, protoze u dopliikil stravy
neni posuzovéna jejich Uc€innost. Pokud uvadéné Uc¢inky vyrobku nejsou v rozporu s
pravnimi predpisy pro oznacovani potravin a dopliku stravy, je umoznéno jejich uvadéni na
obalech a v dalsich materialech doprovazejicich vyrobek bez ohledu na jejich pravdivost.
Provozovatel potravinarského podniku, ktery vyrabi nebo uvadi na trh dopliky stravy, je
povinen pied jejich prvnim uvedenim na trh zaslat Ministerstvu zemédélstvi Cesky text
oznaCeni, vCetné povinnych informaci. Tento text bude uveden na obale vyrobku (tzv.
notifika¢ni povinnost). Tato povinnost je v souladu s ustanovenim zakona ¢. 110/1997 Sb.,
o potravinach a tabakovych vyrobcich a 0 zméné a doplnéni nekterych souvisejicich zakont,

ve znéni pozdéjsich predpisu. [9]

Hlavni rozdily mezi dopliikem stravy oproti 1é¢ivu jsou piehledné shrnuty v tabulce



Tabulka | Zdkladni rozdily mezi doplikem stravy oproti lécivu [9-11]

Doplnék stravy Lécivo
Piehledné povinné | Kazdy dopln€k stravy musi byt | Kazdé 1é¢ivo musi byt
oznaceni na obalu | oznacen slovy doplnék stravy. oznaceno registraénim
kédem SUKL.
Prodej Dopliky stravy se Casto prodavaji | Internetovy prodej 1é¢iv mize
prostirednictvim prostfednictvim internetu. Internetovy | provadét pouze schvélena
e-shopu prodejce je také provozovatel | ,kamenna* lékarna.
potravinaiského podniku. Prostfednictvim
internetového prodeje lze
prodavat pouze Iéky bez

1ékaiského predpisu.

Pozadavky na

Zakon néjak nevymezuje odbornou

Léciva smé&ji vydavat pouze

republiky, dopliky stravy samy o sob¢
nejsou schvalovany. Na Ministerstvo
zemeéd€lstvi musi  vyrobce pred
prvnim uvedenim na trh zaslat ¢esky
text etikety pro dany dopln€k stravy,
pred uvedenim na trh neni vyrobce
povinen ovéfovat ucinnost dopliku
stravy.

prodavajiciho zpusobilost personalu v prodejnach s | osoby stanovené zakonem, tj.

dopliky stravy. farmaceuti, farmaceuticti
asistenti, prodejci
vyhrazenych 1éCiv.

Dostupnost Dopliky stravy lze zakoupit napi. | Lééiva lze zakoupit pouze
v 1ékarnach, béznych obchodech | v 1ékarnach nebo u prodejct
S potravinami, drogériich. vyhrazenych 1é¢iv.

Zpisob prodeje UZivani doplika stravy neni vazano | U 1é¢iva je sohledem na
na zadny lékarsky predpis, tedy | aktivni  latky  obsazené
dopliiky stravy jsou volné prodejné. v piipravku  jeho uzivani

vazano na lékaisky predpis,
tedy pacient jej ziskd pouze
na zakladé doporuceni od
svého lékare.

Schvalovaci Vyrobce ¢i dovozce ma pouze | Léciva musi pred prvnim

proces informacni povinnost vuci | uvedenim na trh projit
Ministerstvu ~ zemé&délstvi  Ceské | schvalovacim fizenim, béhem

tohoto procesu se hodnoti

jeho  u¢innost, jakost a
bezpecnost. Vyrobce
predklada toxikologické a
farmakologické zkousky,

klinicka hodnoceni, aj.

Ukel pouZiti

Dopln¢k stravy je koncentrovany
zdroj zivin nebo jinych latek, jejichz
ucelem je dopliiovat béznou stravu.
Na obalu dopliku stravy nesmi byt
uvedena tvrzeni o lécebnych a
preventivnich vlastnostech dopliku.

Lécivo je latka nebo
kombinace latek s 1écebnymi
¢i preventivnimi vlastnostmi.




2.3 Rozdéleni doplikii stravy
Podle kritérii, ktera vychazeji z historického vyvoje v nasi oblasti, ze $ife dnesni trzni

nabidky a oblasti urceni urcitych skupin doplikt stravy, mizeme dopliky rozdélit na [1]:
e Vitaminy a mineralni latky

Na vitaminy obvykle hledime jako na skupinu zivotné dualezitych latek obvykle
obsahujici aminovou skupinu (—-NH>), ktera se v lidském téle sama netvofi, a proto je tfeba
ji do n&j dodavat. Na mineraly jako na dopliiky stravy vSak vétSinou nazirdme jednou jako
na prvky (napf. jod nebo selen) i kdyz je témét vzdy uzivame ve vazané formé sloucenin,
jindy na slouceniny téchto prvkl (napf. mineral dolomit s obsahem hoiciku a vapniku).
Vitaminy a mineralni latky vnimame jako mikroziviny. Chapeme je jako latky, pii jejichz
nedostatku hrozi néjaka porucha zdravi podobna tém, které vznikaji pii nedostatku zivin

(sacharidy, bilkoviny, tuky, voda).

Pon¢kud sporné je zarazeni do této skupiny nékterych latek podobnych vitaminim
(napt. koenzym Q10, a-lipoova kyselina, aj.) nebo latek, které jsou prekurzory vitamind

(napt. B-karoten je prekurzor vitaminu A) mezi vitaminy. Proto je vhodnéjsi je oznacovat

jako dalsi aktivni latky.
e Antioxidanty

Jsou stale rostouci skupinou mineralnich latek, vitamint, extrakti a dalSich latek
potlacujici tzv. oxidacni stres organismu vyplyvajici z toho, Ze vytézky oxida¢nich reakci
spojenych s uvoliiovanim volnych radikdlii jsou za podminek jist¢ho diskomfortu (napft.
stres, trénink, nemoc, prekyseleni, starnuti atd.) vyssi nez vytézky samovolnych zhasecich
reakci, pfi nichZ volné radikaly zase zanikaji. Vysledkem této nerovnovahy je hromadéni
volnych radikalt v téle. Lze je dostat pod kontrolu uzivanim latek ze skupiny antioxidanti

(napt. mineralni latky: Se, Zn aj., vitaminy: A, Be, C, E aj. extrakty: ginkgo biloba aj.).
e Rostlinné extrakty

Lze je vyuzit v nejruznéjSich formach (tablety, tinktury, Caje, nalevy, tobolky aj.) a

o¢ekavame od nich podobné ucinky jako od 1é¢ivych rostlin.

e Dopliiky stravy podporujici hubnuti



¢ Dopliiky na povzbuzeni
mohou znamenat ptinos pro nasi celkovou vitalitu, dusevni kondici a fyzickou kondici.

¢ Dopliiky stravy na problémy s klouby

e Dopliiky s mastnymi kyselinami

obvykle podporuji hubnuti (snizuji hladinu cholesterolu) nebo potlacuji tvorbu tzv.

prostaglandint a leukotrientl, které mohou podporovat zanétlivé procesy.
e Probiotika

jsou velmi zajimavou a moderni skupinou dopliku stravy, které ozivuji mikrobialni
prirozené stievni kultury v téle a maji fadu pozitivnich G¢inki na zdravi. Zejména zvysSuji

imunitu a zbavuji sttevni obsah zdravi skodlivych latek.
e Enzymy

mohou byt mezi dopliiky stravy zastoupeny napt. enzymem laktdzou, bez které by

neprobihalo odbouravani mlééného cukru laktozy.

e Hormony

¢ Dopliiky sportovni vyzivy
Podle formy, v jaké se dopliky stravy pfijimaji, mizeme dopliky stravy rozdélit na [1]:

e Pevné latky

o drazé (obalované, potahované, retardované),

o granulat (peroralni, rozpustny, s fizenym uvoliiovanim),

o prasek (peroralni, rozpustny),

o kapsle,

o pastilka,

o tableta (obalovana, potahovana, pro ptipravu roztoku, s prodlouzenym uvoliiovanim,
Sumiva, s fizenym uvoliiovanim, rozpoustéjici se pod jazykem, Zvykaci),

o zvykaci platek.

o Tekutiny

o aerosol,



o Qel,

o kapky (rostlinné tinktury),

o tobolka (tvrda, mekka, s prodlouzenym uvoliiovanim, s fizenym uvolnovanim),
o roztok,

o sirup,

o 0lej (olejovy rostlinny extrakt).

2.4 Legislativa spojena s dopliiky stravy
V této kapitole je uveden chronologicky seznam zakladnich zékont, které se vztahuji

k dopliikiim stravy a obsahuji informace o doplncich stravy. [4-6,12-17]

2.4.1 Zakon ¢.110/1997 Sb.

Zakon o potravinach a tabakovych vyrobcich a o zméné a doplnéni nékterych
souvisejicich zakonl zapracovava piislusné piedpisy Evropské unie a upravuje v navaznosti
na pfimo pouzitelné predpisy Evropské unie povinnosti provozovatele potravindiského
podniku, vyrobce, dovozce, maloobchodniho prodejce a distributora. Mezi tyto povinnosti
patii napf. povinnost provozovatele, ktery dovazi dopliiky stravy ze tfeti zemé zaslat
Ministerstvu zdravotnictvi ¢esky text oznaceni, ktery mé byt uveden na obale vyrobku ptred
jejim prvnim uvedenim na trh, dodrZzovat smyslové, fyzikélni, chemické a mikrobiologické
pozadavky na jakost potravin, dodrzovat ve vSech fazich vyroby a uvadéni potravin na trh
technologické a hygienické pozadavky, zplisob a podminky pfepravy, uchovani a
manipulace s potravinami, pouZzivat jen takové obaly a obalové materialy, které chrani
potravinu pfed znehodnocenim, znemoziiuji zménu obsahu bez otevieni a dodrZovat

pozadavky pro druhy a piipustna mnozstvi toxikologicky vyznamnych latek. [4]

2.4.2 Smérnice Evropského parlamentu a Rady 2002/46/ES

Smérnice sblizuje pravni predpisy, které se tykaji doplnku stravy tim, ze se pro
spole€enstvi nastavi jednotna pravidla kvili volnému pohybu doplikl stravy po Evropskeé
unii. Pro vyrobu dopliikli stravy mohou byt pouzivany pouze vitaminy a mineralni latky
uvedené v pfiloze I, a to ve forméach uvedenych v pfiloze II. Stanovi se maximalni mnoZstvi
vitaminl a mineralnich latek obsazenych v denni davce doplikl stravy, jak je doporucena
vyrobcem, pri¢emz se zohledni: a) bezpecné nejvyssi mnozstvi vitamind a mineralnich latek,

pfi¢emz se podle potieby zohledni rizny stupen citlivosti riznych skupin spotiebiteld,



b) piijjem vitaminl a minerdlnich latek z jinych zdrojii stravy. Pro zajisténi
pfitomnosti vyznamnych mnozstvi vitaminti a mineralnich latek v dopliicich stravy se

stanovi minimalni mnozstvi v denni davce doporucené vyrobcem.

Na etiket¢ ptislusného doplitku stravy se povinné uvedou tyto tdaje: nazvy kategorii
zivin nebo latek, které charakterizuji doplnék stravy, doporucend denni davka, varovani pred
piekrocenim uvedené doporucené denni davky, upozornéni, ze by dopliiky stravy nemély
byt pouzivany jako nahrada pestré stravy, upozornéni, ze by dopliky stravy mély byt

skladovany mimo dosah malych déti. [6]

2.4.3 Narizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 178/2002

Natizenim se stanovi obecné zasady a pozadavky potravinového prava, ziizuje se
Evropsky tfad pro bezpecnost potravin, ten stanovi postupy tykajici se bezpe¢nosti potravin.
Utad pfispiva k vysoké urovni ochrany lidského Zivota a zdravi. Bere v tivahu zdravi a
ochranu zivotniho prostfedi v rdmci fungovani vnitiniho trhu. Shromazd’uje a analyzuje
udaje umoznujici charakterizovat a sledovat rizika, kterd maji pfimy nebo nepiimy vliv na

bezpecnost doplitku stravy. [12]

2.4.4 Narizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) €. 1924/2006
Nafizeni se zabyva vyzivovymi a zdravotnimi tvrzenimi pfi oznacovani potravin.

Vyzivova a zdravotni tvrzeni nesmé;ji:

a) byt nepravdiva, dvojsmyslna nebo klamava, b) vyvolavat pochybnosti o bezpecnosti nebo
vyZzivové piimétenosti jinych potravin, ¢) nabadat k nadmérné konzumaci uréité potraviny
nebo nadmérnou konzumaci omlouvat; d) uvadét nebo naznacovat, ze vyvazena a riznoroda
strava nemuiZe obecné zajistit pfiméfené mnozstvi Zivin, ) odkazovat na zmény télesnych
funkci, které by mohly u spotiebitelli vzbuzovat strach nebo by mohly zneuzivat jejich

strachu pomoci textu, obrazového, grafického ¢i symbolického znazornéni. [13]



2.4.5 Narizeni komise (ES) ¢. 629/2008, <2232> Elemental Contaminants

in Dietary Supplements

V priloze k natizeni komise (ES) ¢. 629/2008 jsou stanovené limitni hodnoty pro
t&7ké kovy (resp. pro Cd, Hg, Pb) vmg kg?, které jsou obsazené v dopliicich stravy.
V nafizeni ale neni stanovena limitni hodnota pro As v dopliicich stravy. Tuto hodnotu jsem
nasledn¢ dohledal v americkém lékopise ,,<2232> Elemental Contaminants in Dietary

Supplements®. Limitni koncentrace tézkych kovi v dopliicich stravy jsou uvedeny v tabulce

1. [14-15]

Tabulka Il Legislativai limity pro tézké kovy v dopliicich stravy v mg kg™ [14-15]

Tézké kovy Limity téZkych kovi v dopliicich stravy
As 1,5¢
Cd 3,0
1,0°
Hg 0,1
Pb 3,0

a-doplnky stravy slozené vyhradné nebo zejména ze susenych moiskych fas nebo z produktl
ziskavanych z motskych fas, b — vSechny dopliiky stravy mimo a, c-limitni hodnota pouze pro
anorganicky arsen

2.4.6 Narizeni Komise ¢. 1170/2009

Natizenim se méni smérnice Evropského parlamentu a Rady 2002/46/ES a natizeni
Evropského parlamentu a Rady (ES) €. 1925/2006, pokud jde o seznamy vitamind a

mineralnich latek a jejich forem, které Ize pfidavat do potravin, véetné dopliku stravy. [16]

2.4.7 Narizeni Evropského parlamentu a Rady (EU) €. 1169/2011

Nafizeni o poskytovani informaci o potravinach spotifebitelim. Zavadi seznam
povinnych udajl, které musi byt pifehledn€é uvedeny na etiketé: ndzev potraviny, seznam
sloZzek, uvadét kazdou latku, kterd vyvolava alergie a je obsaZena v kone¢ném produktu,
mnozstvi urcitych slozek, ¢isté mnozstvi potraviny, datum minimalni trvanlivosti a
pouzitelnosti, zvlastni podminky pro uchovavani a pouziti, jméno nebo obchodni nazev a
adresu provozovatele potravinaiského podniku, zemi ptvodu, navod k pouziti v piipadé
potraviny, kterou by bez tohoto ndvodu bylo obtizné odpovidajicim zpiisobem pouZit, u
napojit s obsahem alkoholu vys$§im neZz 1,2 % objemovych skute¢ny obsah alkoholu v

procentech objemovych, vyzivové udaje. [17]



2.4.8 Vyhlaska ¢. 58/2018 Sh.
Tato vyhlaska upravuje pozadavky na slozeni dopliku stravy, jejich oznacovani,

zpusob pouziti doplnku stravy a pozadavky na sloZeni potravin. [5]

2.5 Tézké kovy (As, Cd, Hg, Pb)

Toxické kovy nebo také né€kdy tézké kovy jsou pfirodni slozkou zemské kiry.
Nemohou byt degradovany na jednodussi latky ani nemohou byt zniceny. Pojem toxicky
kov miizeme vymezit snaze, Casto se nazev té¢zké kovy pouziva jako synonymum pro toxické
kovy, coz muze vést k uritym nesrovnalostem (tak napt. beryllium je sice toxicky kov, ale
nikoli t€zky kov; zelezo a mangan patii mezi t€zké kovy, ale nelze je fadit mezi toxické
kovy). Proto se nedoporucuje pouzivat ndzev t¢zké kovy jako synonymum pro toxické kovy.

[18]

Toxicita je vlastnost, ktera vyjadiuje miru Skodlivosti dané latky na zivy organismus,
resp. na jeho Casti. Mira toxicity pro organismus zavisi na davce latky, velikosti organismu,

na zpusobu vstupu do organismu, délky expozice, metabolismu, aj. [19-20]

Terminem ,,téZké kovy* se rozumi kovy nebo v jistych ptipadech metaloidy, které jsou

stabilni a maji mérnou hmotnost vétsi nez 4,5 g cm, spoleéné s jejich slou¢eninami. [21]

Tézké kovy jsou obecné charakteristické svou vysokou nebezpecnosti pro organismy
a predstavuji jednu z nejvyznamnéjsich skupin Skodlivych latek. K obohaceni vody o vysoké
mnozstvi toxickych kovii mizZe dochdzet v okoli rudnych nalezist. Dal§im piirodnim
zdrojem kovt a polokovii mize byt vulkaniza¢ni ¢innost. K nejznaméjsim tézkym kovim,

které predstavuji vazné nebezpeci pro ¢loveka, patii: Cd, Hg a Pb. [18,21]

2.5.1 Arsen

V piirodé¢ se As vyskytuje v mnoha mineralech (napt. v arsenopyritu FeAsS, realgaru
As4S4, auripigmentu As.S3), z nich se arsen postupné uvoliiuje do piirodnich vod v podobé
arseni¢nant AsOs%>". V malém mnozstvi doprovazi téméf viechny sulfidické rudy a je ¢astou
soucasti riiznych hornin a piid, jejichz zvétravanim se dostava do podzemnich a povrchovych
zpracovani rud, vyroby barviv, z kozeluzen, dale z tepelnych elektraren, z aplikace nékterych
insekticidl a herbicidl aj. Protoze arsen doprovazi fosfor, je obsazen 1 v odpadnich vodach

z prani pradla. M4 zna¢nou schopnost kumulovat se v sedimentech dna.
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Arsen je extrémné toxicky kov, podobné jako Pb?* a Hg?* je As®* mékkym kovovym
centrem a interaguje se zbytky v proteinech s postrannimi skupinami obsahujicimi siru.
Toxicita arsenu zavisi na oxida¢nim stupni. Slou¢eniny obsahujici As** jsou mnohonasobng
toxi¢téj§i nez slouceniny, které obsahuji As®*. Podobné jako u rtuti mize arsen
biochemickou cestou tvofit rizné methylderivaty (napf. methylarsen CHsASH,

dimethylarsen (CHs).AsH a trimethylarsen (CHz)sAs.

Smrtelna davka arsenu se pohybuje okolo 130 mg. Mnoho sloucenin arsenu jsou
znamé karcinogeny, teratogeny a mutageny. Jsou to napt. AsHs, As203, KsAsO3z a NazAsOa.
Dlouhodobé piti vod s malymi koncentracemi arsenu zptisobuje chronické onemocnéni. Ve
tficatych a ¢tyficatych Iétech minulého stoleti byly popsany otravy arsenem zptisobené pitim
nevhodné vody, s koncentracemi az v jednotkdch mg I Dnes je limitni koncentrace arsenu

V pitné vodé podle vyhlasky ¢&. 70/2018 10 ug 1. [18,22-25]

2.5.2 Kadmium

V ptirodé¢ se kadmium vyskytuje jako vzacny mineral greenockit (CdS), ale
vzhledem ke své chemické podobnosti se zinkem doprovazi kadmium zinek v zinkovych
rudach. Je odolny vaci korozi, takZe se nanasi jako tenka ochranna vrstvicka na jiné
korozivni kovy. Pfi zpracovani CdS a ZnS ptechazi kadmium jednak do odpadnich vod,
jednak do atmosféry. Vyznamnym antropogennim zdrojem kadmia jsou fosfore¢nanova
hnojiva (mohou obsahovat az 170 mg kg™ kadmia) oproti ptidim (1 mg.kg™ kadmia) a
aplikace Cdistirenskych kali v zemédélstvi. Dal§im zdrojem jsou odpadni vody z
galvanického pokovovani a zvyroby Ni-Cd baterii. Kadmium je soucasti nékterych
pigmentl a slouzi jako stabilizator nékterych termoplasti (napi. PVC). Pfi spalovani téchto
plastovych odpadi pfechdzi kadmium do atmosféry a vyznamné se podili na jeji
kontaminaci. Do atmosféry prechdzi kadmium také pii spalovani fosilnich paliv, nafty a
topnych oleji. V Zivotnim prostfedi se kadmium vyskytuje ve formé jednoduchého iontu
Cd?*, dale hydroxokomplexu, karnonatokomplexu, eventualné i sulfatokomplexu
[CdSO4(aq)]°. V moiské vodé se vyskytuji navic i chlorokomplexy (pfevazné [CdCl2(aq)]?).
Z organickych komplexi se vyskytuji pfedevSim komplexy s huminovymi latkami.
Jednoduchy iont Cd?* spolu s [CdCOs(aq)®] a [Cd(OH)2(aq)°] patii mezi dominujici formy
vyskytu kadmia ve vodé€. Napiiklad Gardiner a Shephard vyhodnotili fadu vzorka
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povrchovych vod a dospéli k pomérnému zastoupeni jednotlivych forem rozpusténého

kadmia, které je shrnuto v tabulce I11. [18]

Tabulka 11l Pomérné zastoupeni forem vyskytu kadmia v povrchovych voddch [18]

Forma vyskytu Gardiner [%] Shephard [%]
Cd** 44,0 - 56,0 27,0-86,0
[CdSO4(aq)]’ 2,6-77 51-17,6
[CAOH]" 2,6-65 2,0-11,3
[CdCIT* 2,6 -10,0 10-97
[CdCOs(ag)’] 3,9-21,0 2,1-17.1
organokomplexy 10,0 - 24,0 1,8 -53,0

Kadmium patii mezi velmi nebezpecné jedy, coz bylo diive podcenovano. Mezi kovy
se v fad¢ podle klesajici toxicity nachazi na druhém misté hned po rtuti. Zna¢né se kumuluje
v biomase, sedimentech a plaveninach. Ma dokonce jeden znejvy$sich akumula¢nich
koeficienti vibec a setrvava velmi dlouho v téle, protoze na rozdil od rtuti netvofi
biochemickou cestou tékavé alkylderivaty. Detoxikace je proto pomala a hrozi nebezpeci
chronickych otrav. Kromé toho zesiluje toxické ucinky jinych kovil (synergicky efekt) jako

napt. Zn a Cu.

Kadmium je neesencidlni a jedovaty kov pro lidsky organismus a legislativa
Evropské unie v oblasti Zivotniho prostiedi vede k omezovani jeho pouzivani. Kadmium
z Ni-Cd baterii mize byt recyklovano, ale v ostatnich oblastech 1ze o¢ekavat pokles jeho
vyuzivani. Kadmium se vaze na thiolovou funk¢ni skupinu (—SH) v enzymech. Do zivého
organismu se vétSinou dostdvd po poziti, méné Casto pak vdechnutim. Akumuluje se
Vv ledvinéch a jatrech. Slouceniny kadmia jsou zndmé karcinogeny, které jsou nebezpecné
pro zivotni prostiedi. Z dlouhodobého hlediska se vystaveni kadmiu napt. v kontaminované
potravé nebo vodé¢ projevuje tvorbou rakoviny prsu, arteriosklerézou a zvySenym krevnim
tlakem. To muze vést ke kardiovaskularnim chorobam. Dnes je limitni koncentrace kadmia

V pitné vodé podle vyhlasky ¢&. 70/2018 5 ug 1™ [18,22-25]

2.5.3 Rtut’

Hlavnim zdrojem rtuti je cinabarit (HgS). Kromé toho rtut’ také doprovazi nekteré
jiné sulfidické rudy a pfi jejich prazeni se dostava do atmosféry. Diky své nizké teploté tani
(- 39 °C) je unikatnim kovem v kapalném stavu. Vysoka teplotni roztaznost rtuti umoznuje

jeji pouziti jako kapaliny do teploméri, bézn¢ se pouziva jako napli do barometrti, difaznich
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pump a rtutovych spinact v elektrickych zatizenich. Pouzivani rtuti v amalgamové vyrobé
chloru elektrolyzou roztoku NaCl se postupné opousti. Amalgam stiibra (asi 50 % Hg, 35 %
Ag, 13 % Sn, 2 % Cu) se pouziva jako vypli (plomba) v zubnim l1ékafstvi. S ohledem na
rozsahlé pouzivani piedstavuje rtut’ a jeji slouceniny, napi. (CH3)2Hg, vazné zdravotni
riziko. Kapka kapalné rtuti se pii teploté 20 °C vypatuje rychlosti 5,8 ug ht cm? a jeji

koncentrace v okolnim vzduchu (nasycené pary) dosahuje hodnoty 13 mg m

, COZ je
mnohem vice nez bezpe¢na koncentrace. Zdrojem par rtuti jsou i amalgamy a jsou-li

pouzivany jako zubni vyplné, uvoliiuji tyto toxické pary ptimo do lidského téla.

V soucasné dob¢ je toxicita rtuti velmi dobie popsand a v nékterych zemich jsou
pfijimana opatieni k zamezeni pouzivani rtuti v zubnim lékafstvi. Rtut’ se do Zivotniho
prostedi dostava z pramyslovych i z ptirozenych zdroji. Aktivni sopky jako Etna produkuji
zna¢né mnozstvi Hg (mnozstvi Gniku rtuti z Etny je asi 27 Mg za rok). Ve vodach najdeme
anorganickou formu rtuti a organickou. Z anorganickych rozpusténych forem rtuti zde
najdeme hlavné elementarni rtut’ (Hg®), dale Hg?*, [HgOH]", [Hg(OH)2(aq)?], [Hg(OH)CI°,
chlorokomplexy [HgCI]* az [HgCls]* a organokomplexy. Z organickych forem je nutné
uvést methylderivaty rtuti (napf. methylmerkurichlorid-[CH3HgCI] a dimethylrtut’
[(CH3)2Hg]. Pokud se anorganicky vazana rtut’ dostane do vodnich toku a jezer, pak se diky
bakteriim, které normalné redukuji sirany, pfeménuje na CHsHg". V této formé& postupuje
Hg?" potravnim fetézcem nebo se akumuluje v rybach. K akumulaci dochézi proto, Ze
rychlost piijmu rtuti zivocichy pievySuje rychlost vylu¢ovani. Organismy, které jsou
V potravnim fetézci vyse (velké ryby, ptaci Zivici se rybami, savci veetné ¢lovéka), mohou
postupné akumulovat potencidlné toxické mnozstvi rtuti. Methylrtutnaty kation je lipofilni
a muze prekonavat hematoencefalickou bariéru oddélujici mozkovou tkan a krevni feciste.
Pary rtuti Hg® se po vniknuti do téla hromadi v ledvinach, mozku a varlatech. Po oxidaci na
Hg?* i methyrtutnaty kation snadno koordinuji s mékkymi S-donory obsazenymi
v proteinech. Kone¢nym disledkem otravy rtuti je vazné poskozeni centralniho nervového
systému. Jednim z dlvodl vysoké toxicity rtuti je velmi dlouhd doba, po kterou je
slouceniny rtuti vibec. Organické slouceniny rtuti maji mimofadné velkou schopnost
kumulovat se v organismech a postupovat dale potravnim fetézcem, a tak jsou mnohem

toxiCt¢jsi nez ty anorganické. Rtut’ mé jeden z nejvyssich akumulacnich koeficientt, ktery u
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nékterych organismi dosahuje hodnoty 10°-10°. Dnes je limitni koncentrace rtuti v pitné

vodé podle vyhlagky & 70/2018 1 pg I, [18,22-25]

2.5.4 Olovo

Byvalo béZnym materialem pro instala¢ni rozvody. Po zjisténi jeho jedovatosti se
postupné od pouzivani olova upoustélo. Podobné klesa pouziti olova v barvach a rovnéz
olovnaty benzin nahradily bezolovnaté pohonné hmoty. Nejrozsitenéjsi olovnénou rudou je
galenit (PbS), méné rozsifenymi rudami jsou anglesit (PbSOa), cerusit (PbCOs3) a
hydrocerusit [Pb3(CO3)2(OH)2]. Galenit nepodléha na rozdil od jinych sulfidickych rud
chemické a biochemické oxidaci, a proto se olovo pomérné malo hromadi v dilnich vodach,
pokud nejsou ptitomné jeste jiné sulfidické rudy, jejichz oxidaci vzniké kyselina sirova. V
minulosti byly vyznamnym antropogennim zdrojem olova vyfukové plyny motorovych
vozidel, obsahujici rozkladné produkty Pb(C:Hs)s, které slouzily jako antidetonaéni
prostfedek. Dusledkem toho bylo hromadéni olova ve vegetaci, v okoli komunikaci a
znecist'ovani atmosférickych vod a odtud i vod povrchovych a podzemnich. Pfi analyze vin
z hroznd, které vyrostly mezi lety 1962 az 1991 na vinicich lezicich blizko silnic se ukazala
zietelnd korelace mezi poklesem obsahu olova ve vinech a zavadénim bezolovnatych
benzinl. Dal$im zdrojem miize byt koroze olovnénych ¢asti vodovodniho potrubi, i tento
zdroj ptestal jiz byt v naSich podminkach vyznamny, protoze vyvoj sméfuje k potrubi
ocelovému, médénému nebo plastovému. Ve vodé v olovéném potrubi lze dokazat i pres
100 pg olova v 1 litru. Dal§im zdrojem olova mohou byt odpadni vody ze zpracoven rud,
barevné metalurgie, z vyroby akumulatorii a ze sklafského primyslu, kde jsou slouceniny
olova soucasti glazur. Oxidy olova maji velky technicky vyznam, minium (Pb3Os) se
pouzivé jako pigment a korozivzdorny natér na ocel a Zelezo. Zdaleka nejvétsi mnozstvi
olova se spotiebuje na vyrobu olovénych akumulatord. Olovéné akumulatory se pouzivaji
nejen v priimyslu, ale také jako zdroje energie pro primyslové vysokozdvizné voziky, dilni
tahaCe, vozidla letiStnich pozemnich sluzeb a jako nezavislé zdroje elektrické energie

naptiklad v nemocnicich.

Soli olova jsou extrémné toxické. Poziti rozpustné soli olova zptlisobi akutni otravu,
dlouhodoby styk s pfedméty, které obsahuji olovo nebo jsou natfeny barvami obsahujici
olovo ¢i napf. piti vody ze starého olovéného vodovodniho potrubi mize vest k chronické

otravé. Olovo ma vysoky akumulaéni koeficient a vyznamné se proto hromadi nejenom v
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plaveninach, sedimentech a kalech, ale i v biomase mikroorganismu rostlin. Pro svou
toxicitu je ve vodé velmi zavadné. Ve vodnim prostiedi se olovo hromadi predevsim v
sedimentech dna, kde je jeho obsah zhruba o 4 ady vyssi ve srovnani s koncentraci ve vodé.
Organoolovicité slouceniny pouzivané jako antidetonacni piisada do benzini (napf.
Pb(C2Hs)4) poskozuji nervovy systém. Toxicita olova spociva ve schopnosti tvofit velmi
silnou vazbu se skupinou —SH v thiolech, které jsou soucasti nékterych enzymd, v inhibici
tvorby hemoglobinu, negativnim pusobeni na ¢ervené krvinky, nervovy systém aj. Déti
predskolniho véku jsou citlivéjsi nez dospéli jedinci. Chronické onemocnéni olovem ma
nejasné symptomy a obtizné se diagnostikuje. Olovo ptisobi neurotoxicky a povazuje se za
potencidlni karcinogen. Typickymi ptiznaky otravy olovem jsou bledost obliceje a rtil, zacpa
a nechut' k jidlu, kolika, anemie, bolesti hlavy, kiefe, poskozeni mozku a poruchy
centradlniho mozkového systému. Hlavni problém olova spociva v tom, ze si ho organismus
»plete” s vapnikem a uklada ho na stejnd mista jako vapnik, zejména do kosti. LéCeni
spociva v tvorbé komplexu a maskovani Pb silnym chelata¢nim ¢inidlem, napt. maskovaci
¢inidlo jako je EDTA* se pouziva k vazani Pb?* v téle do komplexu a k jeho naslednému
vylouceni. Dnes je limitni koncentrace olova v pitné vodé podle vyhlasky ¢. 70/2018 10 pg

I, [18,22-25]
Pb%*(aq) + EDTA* - [PbEDTAZ] 1)

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

ICP-MS je viceprvkova (pozn. dokaze analyzovat také jen jeden prvek) analyticka
metoda ktera ma v soucasnosti pro vétSinu prvku nejnizsi limity detekce ze vSech béznych
analytickych metod (viz. tab. IV), navic s velkym koncentra¢nim rozsahem stanoveni.
Metodou se v soucasnosti stanovuje vétsina kovovych prvku, ale metodou nelze stanovit F,
He a Ne, tyto prvky se v plazmatu dostate¢né neionizuji, proto nemohou byt analyzovany v
hmotnostniho spektrometru. ICP-MS je dnes nepochybné nejrychleji se rozvijejici metodou
pro stanoveni stopovych prvkd, ktera je na trhu k dispozici. Od zavedeni metody na trh roku
1983 bylo nainstalovano néco pies 20 000 riznych systémi ICP-MS po celém svéte pro
mnoho riznych rozmanitych obord (napf. biomedicinu, analytickou chemii,
environmentalni obory, geologické obory, aj.). Od roku 2015 se metoda ICP-MS vice
rozsifila I ve farmaceutickych oborech, protoze se ve svété v poslednich letech pfijimaji nové
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predpisy k omezovani tézkych kovi. Metoda se stale vyviji, diky jeji schopnosti provadét
rychla viceprvkové stanoveni pii ultrastopovych koncentracich (fadové ng It az ng 17).
Metoda dokaze urcit prakticky identické prvky jako jiné metody atomové spektrometrie
(jako napi. FA-AAS, ETA-AAS) a ICP-OES. ICP-MS ma ovSem oproti témto technikach
jasné vyhody ve viceprvkovych charakteristikach, a to napt. v rychlosti analyzy, detek¢nim
limitu a izotopové analyze. [26-29]

Tabulka IV Srovndni mezi detekce ICP-MS oproti FA-AAS a ICP-OES v ug I'1 [28]

FA-AAS ICP-OES ICP-MS
As 150 2 0,006
Cd 0,8 1 0,003
Hg 300 1 0,016
Pb 15 1 0,00004

2.6.1 Princip metody

Principem ICP-MS je vnaseni analytického vzorku do plazmového hofaku, ve kterém
je ve vysokofrekven¢nim elektromagnetickém poli udrzovano plazma o teploté asi 6 000 az
10 000 K. Do analytického kanalu plazmatu je vnaSen aerosol vzorku, ktery je vysusen, a
nasledné vypaten, G€inn€é atomizovan a ionizovan. lonty z analytického kanalu vstupuji
malym otvorem ve vné&j$im kuzelu (sampleru) do piedvakua a z tohoto plazmového paprsku
prochazi ¢ast malym otvorem ve vnitfnim Kuzelu (skimeru) do vakua hmotnostniho
spektrometru s elektromagnetickymi ¢oCkami, pfip. i kolizni celou. Fokusovany svazek
iontl z iontové optiky vstupuje do analyzétoru, ktery piefiltruje z iontového svazku pouze
ionty o zvoleném poméru m/z. Po prichodu analyzatorem dopadaji ionty na detektor, ten

pievadi proud iontl na elektricky signal (napt. pomoci elektronového nasobice). [26-29]
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2.6.2 Instrumentace
Zakladni schéma pfistroje ICP-MS je na Obr. 1.

L : . plazmova hlavice
ovladani detektoru jontové | expanzpi E
a kvadrupdlu optika | komora | -
3 [ [
x,xl vnitfni |I unéj§|| generalor peristaltické
detektor kvadrupdl 1 kuzel | kzel | ‘ gerpadlo

miZna /

. AR 0 .
L ijl!l- l . komora /
A TJHH ‘ II L L Fﬂ se zmlZovagem | /
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Obrazek 1 Blokové schéma ICP-MS, upraveno z [30]

Vndseni vzorku do ICP-MS

Pevné latky jsou nejcastéji pievaddény do roztokid piimo nebo po vytaveni ¢i
mineralizaci. Kapalné vzorky jsou zmlzovany a vnaSeny do plazmatu ve form¢ aerosolu, ten
se tvofi v tzv. zmlZovaci. Vzorek je nacerpan do zmlzovace pomoci peristaltického ¢erpadla.
MIlzné komora slouzi k ziskdni aerosolu, ktery ma velmi malé ¢astice. Mlzné komory se vyrabéji
z odolného plastu nebo kiemene, ktery je chemicky odolny i k silnym kyselinam, jako je napft.

HNOz. Vzorek dale vstupuje do plazmové hlavice, kde je odpafen. [26-29]

Plazmova hlavice

Plazmové hlavice pro klasické optické 1 hmotnostni spektrometry jsou v zdsadé
shodné, avSak na rozdil od ICP-OES je plazmova hlavice u ICP-MS orientovana vzdy
horizontalné v ose dalsiho sméru zpracovani iontl. Teploty zde dosahuji hodnot 6000 az
10 000 K. Vzorek je odpafen, disociovan, atomizovan a ionizovan, takze z usti plazmové
hlavice vystupuje smés atomi a iontd spolu s fragmenty molekul, neodpaienych Castic
vzorku a velkého mnozstvi argonu. Tato smés je dale vedena pfes rozhrani do vlastniho

hmotnostniho spektrometru. [26-29]
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Definice plazmatu: Plazma je kvazineutrdlni plyn nabitych a neutralnich Castic
vykazujici kolektivni chovani. Kvazineutralita je stav blizky neutralité-zvenku plyn vypada
jako elektroneutralni, celkovy pocet kladné a zaporné nabitych castic je prakticky stejny.
Kolektivni chovani pak znamena, Ze nabité castice ovliviiuji chovani dalsich nabitych ¢éstic
na pomérn¢ dlouhou vzdalenost. Nekdy se o plazmatu mluvi jako o ¢tvrtém stavu hmoty.
[31]

Rozhrani (interface)

Rozhrani je umisténo mezi iontovym zdrojem a hmotnostnim spektrometrem.
Rozhrani je v pfimém styku s plazmatem, a proto je jednou z nejchoulostivéjsich a nejvice
namahanych soucasti ICP-MS pfistroje. Zajist'uje efektivni oddéleni hlavniho toku argonu,
toku atomt a iontl analyzovaného vzorku. Obvykle je tvofeno dvéma kuzely, v jejichz
vrcholech jsou malé otvory o priméru kolem 1 mm. Dvoustupniové rozhrani je pak tvofeno
vnéjS$im a vnitinim kuzelem, vyrobenych z tepelné vodivych materialti (napf. z Ni, Cu, Al,
Pt) chlazenych vodou. Kuzely jsou demontovatelné kvili snadnému ¢isténi. Jejich Zivotnost

zavisi predev§im na matrici vzorku. [26-29]

Iontova optika

Po opusténi druhého kuzelu je plynovy paprsek silné divergentnim proudem iontd,
elektricky nenabitych atomt (Ar, O, H aj.) a fotonl. Pfed vstupem do analyzatoru iontl je
nutno ziskat kolinearni proud iontl, ze kterého jsou separovany fotony, elektroneutralni
Castice a ¢ast iontd, které by mohly zvySovat pozadi (Sum) detektoru iontl. Protoze vSechny
elektricky neutralni ¢astice neovlivituje elektromagnetické pole, staci k jejich odstranéni
umistit do drahy mechanickou prekéazku (napt. kovovy ter¢ik) a fotony i nenabité ¢astice se
na ni zastavi. Analyzované ionty se pak vychyli po pfesné tvarovaném elektrickém poli
(iontové Cocky), které usmérnuje tok ionti tak, aby se vyhnuly této mechanické piekazce a

zaroven vytvofily kolinearni proud iontd. [26-29]

Analyzdtory ionti

Pro rozdéleni jednotlivych iontl podle jejich relativni atomové hmotnosti, resp.
poméru m/z slouZzi tzv. analyzétor iontii. VétSina pfistrojii ICP-MS vyuziva kvadrupolovy
(Q-MS) analyzator. Dale se pouziva pruletovy analyzator (TOF) ¢i magneticky sektorovy
analyzator. [26-29]

18



1) Kvadrupoélovy analyzator (Q-MS)

Kvadrupélovy hmotnostni analyzator je oblibeny pro svou jednoduchost a nizkou
cenu. Vétsinou je slozen ze 4 ty¢i kruhového prifezu o délce 20 az 30 cm (viz Obr. 2).
Analyzator pracuje na principu filtru, podél jehoz osy mohou projit jen ionty o urcitém
poméru m/z. Na dvé protilehlé elektrody je vlozeno kladné stejnosmérné napéti a na
zbyvajici dvé zaporné stejnosmerné napéti. lonty jsou v kvadrupdlu rozkmitany tak, ze pti
urcitém napéti a frekvenci radiovych vin na elektrodach kvadrupolu projdou pouze ionty 0
vybraném pomeéru m/z. Propousténd hmotnost (resp. pomér m/z) je linedrné zavisld na
elektrickém potencidlu elektrod. Tim je umoznéno jednoduché a rychlé skenovani pies cely
pouzivany obor m/z, resp. vybraného rozsahu m/z. Stiidava slozka se vklada na vsechny 4

tyCe. [26-29]

(a) (b)

zdrof ——
stejnosmémeéeho

a stridavého @ |
napeti =

Obrazek 2 Schéma uspordadani ty¢i kvadrupolového analyzatoru: @) cerchované je
vyznacena osa kvadrupolu a zaroven osa trajektorie letu iontii mezi iontovym zdrojem a
detektorem, b) spolecné zapojeni 2 protilehlych tyci [32]

2) Pruletovy analyzator (TOF)

Princip separace iontll v rezimu doby doletu je nasledujici. Ionty jsou po fokusaci
iontovou optikou ptivadény do akceleratoru. V akceleratoru jsou ionty urychleny
Vv elektrostatickém poli, pficemz okamzitd rychlost pfi vystupu z akcelera¢niho pole je
nepiimo umeérna hmotnosti iontii. Nasledné ionty vstupuji do pruletové casti, ve které se
pohybuji ptimo k detektoru castic (viz Obr. 3). M¢éteni spekter je zde velice rychlé a
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hmotnostni rozsah poméru m/z zde neni teoreticky omezen, zalezi pouze na dob¢, po kterou
budeme Cekat na dopad iontl. RozliSovaci schopnost analyzatoru doby doletu neni pftili§

vysoka. Miizeme ji zlepsit pouzitim napft. iontového zrcadla nebo opozdéné extrakce ionti.

[26-29]
I I ) Dwetekrar

" Laserowy
ol - TN °

RABLDH desha Letowva trubice
(region bez elektrického pole)

Obrazek 3 Schéma analyzatoru doby doletu (TOF) [33]
3) Magneticky sektorovy analyzator

Z historického hlediska je magneticky sektorovy analyzator prvni Siroce pouzivany
analyzator. Dnes se pouZziva pouze pro specialni aplikace. lonty vytvofené v iontovém zdroji
jsou urychlovany do magnetického pole analyzatoru. Zakfiveni drahy letu ionti S danym
pomérem m/z souvisi s intenzitou magnetického pole. lonty s odlisnymi poméry m/z lze
délit a detekovat uzitim zmén magnetického pole. Popis zakiiveni drahy iontl je nasledujici:
Pti prichodu iontl magnetickym polem se zakfivi draha letu ionti tak, Ze vétsi zakiiveni ma

ten ion, ktery mé niz8i hodnotu poméru m/z. Pozn. drahy tézsich ionti se tak moc nezakiivi,

protoze maji vétsi odstiedivou silu (viz Obr. 4). [26-29]
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Obrazek 4 Princip magnetického sektorového analyzdtoru s jednoduchou fokusaci,

upraveno z [34]

V ICP-MS se pouziva sektorovy analyzator s dvoji fokusaci. K magnetické fokusaci
iontl je zde pridana jesté elektrostaticka fokusace kvili zaostfeni iontd. Diky elektrostatické
fokusaci dojde ke zna¢nému zvyseni rozliSovacich schopnosti pfistroje. Princip analyzatoru
je nasledujici: Pokud do elektrického pole vstoupi ionty s riznou kinetickou energii a
pomérem m/z, dojde k zakfiveni jejich drahy v zavislosti na jejich kinetické energii, bez
ohledu na hodnotu m/z. Zakiiveni drahy zna¢né zlepsi mez detekce, rozliSeni a preciznost

piistroje.

Detektory

Detektor je zatizeni, které u iontl zachycenych na hmotnostnim analyzatoru prevadi
signal do digitdlni podoby. U hmotnostniho spektrometru se pouzivaji riizn¢ druhy
detektortl, jako je napi. Faradayuv kelimek, elektronovy nasobi¢ s kontinualni dynodou,
elektronovy nasobi¢ s diskrétnimi dynodami, kombinace scintilatoru a fotonasobice. Dnes
je nejbéznéjSim detektorem elektronovy nasobi¢ s diskrétnimi dynodami. Elektronovy
nasobi¢ je prakticky fotonasobi¢ bez ochranné baiky. lonty dopadaji na povrch prvni

dynody, ze které uvolni 1 az 2 elektrony. Ty jsou urychleny k dalsi dynodé, zde se proces

opakuje. Elektrony mohou byt zesileny az 108krat (viz Obr. 5).
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Obrazek 5 Elektronovy ndsobic, upraveno z [3]

2.6.3 RuSivé vlivy (interference)

U ICP-MS rozlisujeme 2 druhy interferenci, za prvé to jsou spektralni interference a
za druhé nespektralni interference. Kazda interference ma potencial byt sama o sobé
problematicka, ale pii pouziti moderniho vybaveni a dobrého softwaru v kombinaci
S optimalizovanym postupem prace muzeme minimalizovat jejich negativni dopad na
vysledek dané analyzy. Spektralni interference jsou z téchto interferenci ty nejzavaznéjsi.
Nejbeéznéjsi spektralni interference jsou tzv. polyatomické a molekularni spektralni
interference, ty jsou zpuisobeny reakci riznych iontd mezi sebou, napf. reakci inertniho plynu
(Ar) s kyslikem (Oz) Vv rozpoustédle vzorku vznika interference “°Ar®0O*. Tyto interference
muzeme Kompenzovat pouzitim napf. tzv. chladného plazmatu, kolizni cely nebo trojitého

kvadrupolu. Nespektralni interference mtizeme kompenzovat pouzitim vnitinich standardi.

[26-29]

Chladné plazma

Jednim z pfistupi, ktery pomohl omezit nékteré z tézkych polyatomickych prekryvi,
je pouziti chladného plazmatu. Chladné plazma je vlastné nastaveni nizkoteplotnich
podminek pro plazma, ty maji za nasledek minimalizaci tvorby ur€itych polyatomickych
slouCenin, zalozenych na Ar. Pouzitim chladnych podminek pro plazma (nizsi ptikon do
civky a vyssi priatokové rychlosti ve zmlzovaci) se ioniza¢ni podminky v plazmatu méni tak,
ze velké mnozstvi interferenci se dramaticky snizi. Vysledkem je, ze meze detekce jsou

vyrazn¢ vylepSeny. [26-29]
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Kolizni cela

Kolizni cely vyuzivaji kolize a reakce ion-molekula k o¢isténi iontového paprsku od
Skodlivych polyatomickych a molekularnich interferenci pied vstupem do hmotnostniho
analyzatoru. Kvadrupdlové hmotnostni analyzatory vybavené kolizni celou vykazuji

enormni potencial k eliminaci mnoha spektralnich interferenci. [26-29]

Trojity kvadrupodlovy analyzator (QqQ)

V porovnani s klasickou sestavou ICP-MS spektrometru (kolizni cela, kvadrupdlovy
analyzator) ma trojity kvadrupdlovy analyzator navic jes$té jeden kvadrupol. Tyto 3
kvadrupdly jsou fazeny za sebou. Prostfedni kvadrupolovy analyzator (q) slouzi jako kolizni
cela se zavedenym koliznim plynem (napt. O2) a tedy pomaha eliminovat spektralni
interference. [26-29]

2.7 DalSi metody pro stanoveni téZkych kovi

V dnesni dobé se v analytické praxi vyuziva mnoho metod pro stanoveni té€zkych
kovi od spektralnich az po elektrochemické. Metody atomové absorpéni spektrometrie (FA-
AAS a ETA-AAS) se vyuzivaji pro Siroké spektrum vzorkid, od biologickych aZz po
environmentalni. Dal$i metoda je pak ICP-OES. Vyhoda AAS je v jednoduchosti metody,
vysoké selektivité, dobré provozni a cenové dostupnosti. Na druhou stranu nevyhody jsou
vyssi meze detekce. Mez detekce pro metodu ETA-AAS je asi 0 2-3 fady nizsi, vyzaduje ale
zkuSenost obsluhy. U AAS se provadi tzv. sekvencni analyza, pfi niz se kazdy prvek
analyzuje zvlast. Vyhodou ICP-OES a FA-AAS je piedevsim jejich automatizace, takze
instrument muze byt obsluhovan méné zkusenym pracovnikem, metody jsou velice
jednoduché. Dalsi vyhodou ICP-OES a ICP-MS je moznost tzv. simultanni analyzy, pfi niz
se analyzuje vice prvki najednou a vynikajici metrologické parametry: mez detekce,
preciznost, stabilita a dynamicky rozsah (zejména ICP-MS). Nevyhodou jsou vysoké

provozni a potfizovaci naklady. [35]

Mimo spektralni metody je dnes snaha i nadale vyuzivat metody elektrochemické,
které detekuji anorganické 1 organické latky. Jsou rychlé, levné a maji nizké meze detekce.
Jednou z nejcitlivejSich analytickych metod pro analyzu kovi je diferencni pulzni anodicka
rozpoustéci voltametrie (DPASV). Podstatou elektrochemickych metod je sledovani

zavislosti elektrochemického chovani roztoku na jeho slozeni ¢i koncentraci. Sleduje se
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elektrochemicky clanek, coz je soustava, v niz je analyzovany roztok v kontaktu s
elektrodami. Prostfednictvim elektrod se zprostfedkuje spojeni mezi roztokem a méficim
pristrojem, ktery sleduje nékteré z elektrickych veli¢in (proud I, potencial E, vodivost G,
elektricky naboj Q, kapacitu C, aj.). Ve védeckém ¢lanku [37] bylo autory stanoveno ve 4
doplncich stravy na bazi hub mnozstvi Zn, Cd, Pb a Cu. Autofi vyuzivali ke stanoveni kovii
metodu DPASV. Meze detekce a stanovitelnosti byly pro Cd 0,24 pg 1t a 0,72 ug 1t a pro
Pb 3,17 ug1ta 9,54 pug It [27,36]

2.8 Literarni reserse

V ramci této kapitoly byly vyhledany nékteré novéjsi védecké ¢lanky, které souvisi
s problematikou stanoveni mnozstvi kovt v doplicich stravy. Do tabulky V byly piehledné
uvedeny a porovnany zakladni informace, které jsem z téchto védeckych ¢lanka vypsal.
Byly to napf. tyto informace: metoda stanoveni, stanovené prvky, pocet analyzovanych

dopliiki stravy a dalsi.
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Tabulka V Porovnani informaci 7 védeckych clanku, které se zabyvaji stanovenim kovii v
doplicich stravy (zkratka d.s.) [37-43]

Metoda Analyzované Informace o Piiprava Zhodnoceni Clanek
stanoveni prvky dopliicich vzorku
stravy
ETA-AAS, As, Cd, Hg, Pb 30d.s. MR - 1g vz. uHg 16 z30d.s. 2003
HG-AAS (Chorvatsko), + HNO3z + | prekrocilo limit 0,03 [37]
rizny pavod a H.0- mg kg*
forma
TDA-AAS, As, Cd, Cr, 12 d.s. (Italie), | MR -vz. + | 1 d.s. piekro¢il limit | 2013
ICP-MS Hg, Pb rostlinny pavod HNOs + 3 mg kg™ pro Pb [38]
ve formé tablet | H.O,+HF (3,92 mg kg?)
a susenych
rostlin
HPLC-ICP- | As—celkovy a 16 d.s. MR -0,5g | LOD =0,006 mgkg | 2013
MS anorganicky (Dansko), vz. + HNO3 | tpro celkovy As,9z | [39]
(aAs) rostlinny puvod, 9 d.s. piekrocovalo
rtzna forma ¢insky limit pro aAs
0,3 mg kg
ICP-MS As — celkovy 21d.s. MR-0,1g | LOD=20ngI*pro | 2014
(Spanélsko), vz. + HNO; | As koncentrace As [40]
z hub ve formé + H,0, bezpecna, bez
kapsli toxikol. rizik
ICP-MS As, Cd, Cr, 20 d.s. MR -vz. + 14 d.s. piekroéilo 2017
Cu, Hg,Pba (Rumunsko), HNOs + limity pro Cd viz. [41]
Zn zvifeci, HCI tab. Il, Cd stanovené
rostlinny a V rybim tuku
minerdlni ptivod prekrocilo limit
166krat
MIP-OES, Ca, Co, Cr, 168 Rozpousténi vSechny d.s. 2018
FA-AAS Cu, Fe, K, Mg, | viceslozkovych v HCI, obsahujici Pb (11) [42]
Mn, NaaZn | d.s. (EU), rizné HNOs a prekrocily limit 3
Cd, Cr%* Nia | druhyaformy | fosfatovém | mgkg?, ztoho 2d.s.
Pb pufru prekrocily limit
(podminky nékolikanasobné
v zaludku)
PVG-AFS, Hg — celkova a | 38 d.s., rybi tuk | Extrakce L- | pro Hg* a CHsHg* 2018
ICP-MS, jeji slouceniny ve formé L, MR - LOD =0,50-0,63ng | [43]
tobolek a 0,5mlvz. + | ml*(ICP-MS), dle
roztoku HNO; obsahu Hg jsou d.s.

S rybim tukem

wervr

samotné ryby
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2.8.1 Priprava vzorku k analyze metodou ICP-MS

Pti piipravé vzorku K analyze pomoci metody ICP-MS se vyuzivaji rizné ptistupy
k rozlozeni dopliiku stravy. Doplnék stravy ve formé napf. tablety se musi nejprve zvazit,
potom rozdrtit a znovu zvazit. U drceni se mize pouzit bud’ 1 tableta nebo se k analyze
odebere zlomek tablet ze zakoupeného produktu (napft. 10 tablet ze 100). Tablety se rozdrti
V tfeci misce s pomoci tlouc¢ku, homogenizuji se a vysusi v suSarn¢€. Vzorek se nejprve
navazi do specialnich teflonovych kelimki, nasledné se musi rozlozit pomoci MM. Ke
vzorku se pfida obecné ultracistd anorganickd koncentrované kyselina nebo smés kyselin
(nejcastéji to jsou napt. HNOs, HCI, HF), v nékterych ptipadech se ke vzorku pridava jesté
oxidaéni ¢inidlo, napf. peroxid vodiku (H202). Teflonovy kelimek s roztokem analytu se
vlozi do MM a vzorek se za piednastavenych podminek rozlozi. Po dokonceni rozkladu se
vzorek vytahne z MM a necha se vychladnout. Vzorek se kvantitativné pievede z
teflonového kelimku do odmérné banky a doplni se po rysku ultrac¢istou demineralizovanou

vodou. Vzorek je pfipraven k analyze. [37-43]

2.9 Validace postupu méieni

Koncept ovétovani (verifikace) je uzce spjat s konceptem validace. Validace je
ovéfeni nebo kontrola, Ze dana ,,polozka®, napt. postup méfeni nebo méfidlo, je vhodna pro
zamysleny ucel. Analytik tedy ziskéd data, jez dokazuji, ze vykonnost postupu méfeni
odpovida ucelu ur€enému zdkaznikem. To se posuzuje urcenim, zda jsou ,,specifikované

pozadavky‘“-vykonnostni kritéria, jako jsou napf. méfici interval, selektivita, pravdivost,

preciznost a nejistota méteni, splnény. [44]

2.9.1 Vykonnostni parametry
Mé¥ici interval

Je soubor hodnot veli€in stejného druhu, které mohou byt méfeny danym métidlem
nebo méficim systémem se specifikovanou pfistrojovou nejistotou za definovanych
podminek. Uvnitt méticiho intervalu 1ze veli¢iny (napt. hmotnostni koncentraci) uvedenym
postupem méfeni méfit se stanovenou nejistotou DalSimi vyrazy pouZivanymi pro tento
pojem jsou ,,pracovni rozsah®, ,,méfici rozsah* a ,,rozsah®. Za dolni mez méficiho interval
se Casto povazuje mez stanovitelnosti (LOQ). Horni mez se obvykle ur¢i podle nepiijatelné

zmény nejistoty méfeni nebo citlivosti. [44]
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Linearita
Je to schopnost analytické metody poskytovat vysledky, které jsou Umérné

koncentraci (mnozstvi) analytu ve vzorku. [45]

Mez detekce (LOD)

LOD je namétena hodnota veli¢iny ziskana danym postupem méfeni, pro kterou je
pravdépodobnost nepravdivého tvrzeni o nepfitomnosti slozky v materidlu B, piicemz
pravdépodobnost nepravdivého tvrzeni o jeji piitomnosti je a. LOD pro postup méteni se da
vypocitat ndsobenim smérodatné odchylky (ziskané z vysledkt analyzy slepého vzorku nebo
vzorku obsahujiciho nizkou koncentraci analytu) s piislusnym faktorem (typicky 3 a 5).
Nasobici faktor ma sviyj statisticky zaklad. Typickym zamérem piti urovani LOD je
stanoveni nejniz$i koncentrace analytu pfitomného ve vzorku, kterou Ize pro dany postup
meéfeni detekovat s predepsanou spolehlivosti. Definovani LOD je proces sestavajici ze dvou
krokti. Nejprve sestavime , kritickou troven®. Ta je nastavena tak, ze v piipad¢, kdy vzorek
neobsahuje zadny analyt, neni pravdépodobnost ziskdni vysledku méfeni prevysSujiciho
kritickou troven vétsi nez a. Kritickd uroven nastavuje kritérium pro tvrzeni, zZe vzorek je
»pozitivni®. Bézné se pouziva pravdépodobnost falesného pozitivniho vysledku a = 0,05,
coz vede ke kritické hodnoté pfiblizné 1,65s (kde sje smérodatnd odchylka velkého
mnozstvi vysledk slepého vzorku nebo vzorku obsahujiciho nizkou koncentraci analytu a

1,65 je jednostranna kriticka hodnota). [44]

Mez stanovitelnosti (LOQ)
LOQ je nejnizsi koncentrace analytu, kterou lze s pfijatelnou nejistotou uréit na
zakladé stanovenych podminek testu. Mez stanovitelnosti se ¢asto povazuje za dolni mez

m¢éficiho intervalu.[44]

Pravdivost (presnost) méieni

Ve VIM je pravdivost definovana jako tésnost shody mezi aritmetickym primérem
nekoneného poctu opakovanych naméfenych hodnot veli¢iny a referencni hodnoty
veli€iny. Pravdivost méfeni vyjadiuje hypotetickou schopnost postupu méfeni dosahnout
vysledky blizko oc¢ekavané referenc¢ni hodnoty veli¢iny, jako je hodnota certifikovaného
referenéniho materidlu. Pravdivost neni veli¢ina, a proto nemutze byt vyjadiena Ciselné.
Pravdivost je vSak nepfimo umérna systematické chybé méteni, kterd mtize byt odhadnuta

vychylenim méteni. Vychyleni 1ze také uvadét jako pomér namétené a referenéni hodnoty
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veli¢iny. Vychyleni méfeni miize byt napf. disledkem nevhodné kalibrace nebo

nedostate¢né selektivity. [44]

Preciznost méreni
Je tésnost shody mezi indikacemi nebo namétenymi hodnotami veli€iny ziskanymi
opakovanymi méfenimi na stejném objektu nebo podobnych objektech za specifikovanych

podminek.

Preciznost méfeni se vztahuje na ndhodnou chybu méfeni a je mirou blizkosti
vysledki. Vysledek méteni nelze opravit tak, aby se odstranil vliv ndhodné chyby, lze ale
snizit velikost ndhodné chyby opakovanym meéfenim a vypoctem prumérné hodnoty.
Preciznost méteni se Ciseln¢ vyjadiuje mirami nepreciznosti, jako je smérodatna odchylka
vypoctend z vysledkii opakovanymi méfenimi vhodného materialu za specifikovanych
podminek. Jsou definovany tifi podminky méfeni: podminka opakovatelnosti, podminka
mezilehlé preciznosti a podminka reprodukovatelnosti. Odhady opakovatelnosti a mezilehlé
preciznosti méteni lze ziskat v jediné laboratofi. Podminka opakovatelnosti méfeni se
vztahuje na méfeni uskutecnéné na stejném materidlu jednim analytikem s pouzitim stejného
postupu za stejnych podminek v kratkém casovém obdobi. Za podminky mezilehlé
preciznosti se méfeni provadi na stejném materialu s pouZzitim stejného postupu, ale po delsi
dobu s riznymi analytiky, ktefi mohou pouzivat rizné vybaveni. Podminka
reprodukovatelnosti méfeni se vztahuje na méfeni uskutecnénd na stejném materidlu

riznymi analytiky pracujicimi na riznych mistech. [44]

2.9.2 Detailnéjsi postup validace

Pti validaci metody zamétené na stanoveni tézkych kovi v dopliicich stravy se jako
vhodny pfistup jevi navod v dokumentu ICH-Q2(R1) [45]. Pfedmétem validace bude
analyticka metoda ICP-MS, kterou budou stanovovany tézké kovy As, Cd, Hg a Pb ve dvou
doplncich stravy (Hliva Gstficna 100 % a Ostropestfec mariansky). Metoda stanoveni obsahu
tézkych kovi se fadi mezi kvantitativni metody stanoveni necistot. V souladu s dokumentem
ICH Q2(R1) (\Validation of analytical procedures) byly pro ovéteni vhodnosti dané metody

vybrany nasledujici valida¢ni parametry:
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Linearita
Pro stanoveni linearity se prométi roztoky kalibracnich standard (CRM As, Cd, Hg,
Pb) o 7 koncentraci spolu se slepym pokusem. Korela¢ni koeficient musi byt vétSi nebo

roven 0,99. [45]

LOD, LOQ

Stanoveni LOD a LOQ =zalezi na tom, jestli se ke stanoveni necistot pouzije
instrumentalni metoda nebo ne. LOD a LOQ se vypocitaji z analyzy vzorkil se znamymi
koncentracemi analytu a stanovenim minimalni Grovné, na které mize byt analyt spolehlivé
detekovan. Jesté pred samotnou analyzou doplikil stravy se rozlozi smés HNOz a H2O»,
ktera se bude metodou ICP-MS analyzovat na ptitomnost tézkych kova As, Cd, Hg a Pb.
Z téchto 6 slepych pokust se budou urc¢ovat LOD a LOQ pro kazdy tézky kov. [44-45]

Pravdivost (pi‘esnost)

Analyzou 12 vzorkut s pfidavkem smésného roztoku standard (CRM As, Cd, Hg,
Pb) na tfech koncentra¢nich hladinach, 3 vzorku s pfidavkem smésného roztoku na hladiné
0,5J, 6 vzorkid na hladin¢ 1,0J a 3 vzorkl na hladin¢ 1,5J se stanovi primérné hodnoty
méfeni. Z pramérnych hodnot méfeni vzorka s pfidavkem smésného roztoku standardi a
limitnich hodnot pro tézké kovy na dané koncentra¢ni hladin€ se vypocita vytézek, ktery

ptedstavuje pravdivost. [44-45]

Preciznost

Analyzou 6 vzorki, do kterych se pfidda zndmy objem smésného roztoku standarda
(CRM As, Cd, Hg, Pb) na koncentracni hladin¢ 1,0J, se stanovi primérna hodnota a
smérodatna odchylka (SD) pro hladinu 1,0J. Ze SD a prumérné hodnoty méteni pro hladinu
1,0J se nasledné¢ vypocita relativni smérodatnd odchylka (RSD). ZRSD se stanovi
preciznost. [44-45]

Vzorek

Tézké kovy As, Cd, Hg, Pb v dopliicich stravy Hliva Gstii¢na 100 % a Ostropestiec
mariansky se budou méfit pro 6 vzorkti. Vhodné mnozstvi vzorku se ziedi v odmérné barice,
pokud to je nutné, nejprve se ke vzorku piida smés HNOz a H20», a pak se vzorek rozlozi
v MM. Nasledné se roztok analytu kvantitativné prevede do odmérné banky a ziedi se.

Vzorek je pripraven k analyze. [45]
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Valida¢ni protokol

Valida¢ni protokol, ktery obsahuje podrobny popis postupu validace jednotlivych
valida¢nich parametrii, se pfipravuje pred samotnou validaci. Podle valida¢niho protokolu
se potom provadi samotna validace v laboratofi. Vykonnostni parametry budou validovany

timto zptisobem:
M¢é¥ici interval

Me¢fici interval je rozsah analytického postupu mezi horni a dolni koncentraci analytu
ve vzorku, a to v¢etné téchto koncentraci. Stanoveny rozsah méficiho intervalu bude u nasi
analyzy konkrétné od LOQ do 500 ug I s vyuzitim 7 kalibra¢nich standardt o hmotnostnich
koncentracich: 0,5 1,0 5,0 10,0 50,0 100,0 500,0 pg It a slepého pokusu. Kalibracni

standardy budou pfipraveny postupnym fedénim CRM do 25 ml ban¢k a z divodu pfiblizeni

se k matrici vzork budou okyseleny pomoci ptidavku 69 % HNOz. [44-45]

Linearita

Linearita bude vyhodnocena jednak vizualni kontrolou grafu jako funkce
koncentrace a jednak pomoci hodnot korelacniho koeficientu. Pokud existuje linearni vztah,
mely by byt vysledky testli vyhodnoceny vhodnymi statistickymi metodami (napf. vypoctem
regresni pfimky metodou nejmensich ctverctl). V nasem piipad¢ se stanovi linearita tak, ze
se proméfi roztoky kalibra¢nich standardt pro As, Cd, Hg, Pb o 7 koncentraci (0.5 1,0 5,0
10,0 50,0 100,0 500,0 pg I') spolu se slepym pokusem. Korela¢ni koeficient zde musi byt
pro kazdou piimku > 0,99. [45]

Mez detekce (LOD), mez stanovitelnosti (LOQ)

LOD a LOQ se stanovi analyzou vzorkil se zndmymi koncentracemi analytu a
stanovenim minimalni Grovné, na které muze byt analyt spolehlivé detekovan. Jesté pied
samotnou analyzou dopliki stravy Hliva ustficna 100 % a Ostropestiec maridnsky se
prométi 6 slepych vzorkt (rozlozi se smés HNO3z a H202) pro kazdy doplnék stravy. Z téchto
6 slepych pokust se budou ur¢ovat LOD a LOQ pomoci nasledujicich vzorct [44-45]:
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Lop = > 2

10-s
LOQ = —— (3)
k
kde s ... smérodatnd odchylka z opakovanych analyz slepého pokusu, k ... smérnice

kalibra¢ni pfimky (y = k- x + q)

Pravdivost (piesnost)

Analyzou 12 vzorki daného dopliiku stravy, 3 vzorka s pfidavkem smésného roztoku
standardii (CRM As, Cd, Hg, Pb) na hladiné 0,5J, 6 vzorki na hlading 1,0J a 3 vzorkli na
hladiné 1,5J se stanovi prumémé hodnoty obsahu téZkych kovi v dopliku stravy.
Z primérnych hodnot obsahu tézkych kovi ¢istych vzorki, vzorka s piidavkem tézkych
kovu a limitnich hodnot pro tézké kovy (viz tab. VI) na dané koncentra¢ni hladiné se
vypocita vytézek, ktery predstavuje pravdivost. Vytézek musi byt v intervalu 70-150 %.
[44-45]

Preciznost

Opakovatelnost je preciznost vysledkl analyz provedenych za stejnych podminek v
kratkém casovém intervalu. Opakovatelnost bude hodnocena na zdkladé minimaln¢ 6
stanoveni pii 100% testované koncentraci (hladina 1,0J). Analyzou 6 vzorkd, do kterych se
pfida znamy objem smésného roztoku standardii (CRM As, Cd, Hg, Pb) na koncentra¢ni
hladiné 1,0], se stanovi primérna hodnota a smérodatna odchylka (SD) pro hladinu 1,0J. Ze
SD a primérné hodnoty méfeni obsahu téZkych kovii ve vzorku pro hladinu 1,0J se nasledné
vypocita relativni smérodatna odchylka (RSD). Akceptaénim kritériem preciznosti je
hodnota RSD < 20 %. [44-45]
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Tabulka VI Zndzornéni prepoctu legislativnich limiti pro tezké kovy As, Cd, Hg a Pb
Vv doplncich stravy (zkratka d.s.) na objem odmérného roztoku k analyze [14-15]

Limitni hodnoty pro tézké kovy| J pro d s. s hlivou |J pro d. s. s ostropesticem
v dopliicich stravy ustricnou marianskym
[mg kg™'] [ug I"] [ug I"]

As 1,5¢ 15,0 60,0
Cd 3,02 30,0 120

1,0° 1,0 40
Hg 0,1 10,0 4
Pb 3,0 30,0 120

a-dopliky stravy slozené vyhradné nebo zejména ze susenych moiskych fas nebo z produktt
ziskavanych z mofskych fas, b — vSechny dopliky stravy mimo a, c-limitni hodnota pouze pro
anorganicky arsen

J=— (4)
Kde J je cilovy limit pro t&Zké kovy v dopliicich stravy [ug 1], L je legislativni limit pro
t&zké kovy v dopliicich stravy [mg kg™], m je navazka dopliiku stravy, V je objem roztoku.

napr.
_Ly'm _1,5-0,25
vV 0,025

Jas =15pgl™* (5)

pozn. pro doplnék stravy Hliva ustiicna 100 % bude pouzita navazka 0,250 g, pro doplnck
stravy Ostropestiec mariansky (tinktura) bude odméten objem 1,000ml. Roztoky se budou

pievadét do 25 ml odmérnych banék.

3.2 Chemikalie

e HNO3 (Suprapur) 69 %, Merck, Némecko,

e Hy0: (p.a.+) 30 %, Analytika spol. s.r.o., Ceska republika,

e demineralizovana voda, Cistota 18,2 MQ-cm,

e certifikovany referen¢ni material Astasol (As ve 2 % HNO3), o hmotnostni koncentraci
1,000 £ 0,002 g I'Y, Analytika spol. s.r.o., Ceska republika,

e certifikovany referen¢ni material Astasol (Cd ve 2 % HNO3), o hmotnostni koncentraci
1,000 =+ 0,002 g 1", Analytika spol. s.r.o., Ceska republika,

o certifikovany referen¢ni material Astasol (Pb ve 2 % HNO3), o hmotnostni koncentraci
1,000 + 0,002 g 1", Analytika spol. s.r.o., Ceska republika,
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o certifikovany referen¢ni materidl Certipur (Hg v 10 % HNOs3), o hmotnostni koncentraci
1000 mg It (947 mg kg* Hg + 7 mg kg™ Hg), Merck, Némecko,

e certifikovany referenéni material TMDA-64.3 (filtrovana a zfedéna voda z jezera
Ontario (trvanlivost byla zachovana ptidanim 0,2 % HNO3), vyuzit pro kontrolu
hmotnostni koncentrace As, Cd a Pb v pg I,

e Vviceprvkovy kalibra¢ni roztok ASTASOL — MIX; Bi, In, Sc, Th, Y; ¢ =10 + 0,1 mg/l
Analytika spol. s.r.0., Ceska republika (interni standard),

e ladici roztok pro ICP-MS, o hmotnostni koncentraci Li, Ce, Co, Y, Tl 1 pg 17, Agilent
Technologies, Japonsko.

3.3 Vzorky

V laboratofi byly analyzované 2 nize uvedené dopliky stravy, které byly zakoupeny

v lékarné v Ostravé dne 8. kvétna 2020.

U prvniho doplitku stravy se konkrétné jednalo o Cistou hlivu tstficnou (ndzev: Hliva
ustii¢na 100 %, vyrobce: Terezia, ¢islo sarze: KUK3200120), baleni dopliku obsahovalo 60
kapsli. V kapslich byla rozdrcena vysusena hliva Gstfi¢na, hmotnost jedné kapsle byla 250
mg. Hliva uGstfi¢na je jedld dfevokazna houba s 5 az 25 cm kloboukem, ktery tvarem
pfipomina ustfici. Obsahuje B-glukany, houbovou vlakninu, vitaminy (napf. listovou
kyselinu, vitamin C a D), mineraly a stopové prvky (napi. Se, Mg, Fe aj.). Hliva ustficna se
vyskytuje v trsech, nejcastéji na starych kmenech listnatych stromt, od 1éta do zimy, a to po

celém svété, od Ameriky, pies Evropu az po Asii. [46-47]

U druhého doplnku stravy se konkrétn¢ jednalo o 100 ml tinkturu (nazev:
Ostropestifec mariansky, vyrobce: TOPVET, ¢islo Sarze: 1.20-838-31.01.), do které byl
extrahovan ostropestfec mariansky o hmotnosti 4 g. Ostropestiec mariansky je bylina
podobna bodlaku, kterd se uziva hlavné pro podporu spravné funkce jater. Pti kratkodobém
¢1 dlouhodobém vlivu toxickych latek na organismus funguji jatra jako filtr téchto
Skodlivych latek (napi. se mize jednat o alkohol, konzervanty ¢i barviva). Ostropestiec
dokaze podpofit regeneraci jaternich bun¢k, dale pomaha pii stimulaci biliarni sekrece,
chrani bunky pfed oxidativnim stresem a pomdha udrZzovat normaélni funkci srdce.
Ostropesttec mariansky se vyskytuje ve Sttedomoii, Malé Asii, jihozapadni Asii nebo na

Kanarskych ostrovech. [48-49]
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3.4 Materialy a pristroje

o teflonové mineralizacni kelimky (12 kust) s vi¢ky, ochrannym pouzdrem a pojistkou

e 25 ml odmérné banky ze skla (tfida A)

e materialy zplastu: 15 ml zkumavky, nalevka, rotor, stficka na destilovanou vodu,
Pasteurova pipeta, vicka na zkumavky, kelimky, $picky rdzné¢ho druhu k automatickym
pipetam, pozn. vesker¢é laboratorni nadobi vyrobené z plastu je z polypropylenu (pp),

e pipety FINNPIPETTE F2 100-1000 pl, Thermo Scientific, Spojené staty americké,

e pipety FINNPIPETTE F2 0,5-5 ml, Thermo Scientific, Spojené staty americké,

e mikrovinny mineralizator MLS 1200 MEGA, MILESTONE, Italie,

e pristroj Milli-Q, ktery slouzi k demineralizaci vody, Merck, Némecko,

e Piistroj ICP-MS, typ 7700x, vyrobce Agilent Technologies, Japonsko,

e analytické vahy KERN, typ ABJ 220-4 M, KERN & SOHN GmbH, Némecko.

3.5 Priprava a rozklad vzorku

Pied samotnou analyzou doplnku stravy Hliva ustfi¢na 100 % byl vzorek navazen do
teflonovych kelimku. Obsah asi 20 kapsli s ¢istou hlivou ustfi¢nou byl vysypan do
plastového kelimku, nasledné byl podil navazovan na analytickych vahach KERN. Do 6
teflonovych kelimkt byl navazen vzorek hlivy Gstficné o hmotnosti asi 250 mg. Nasledné
byla do kazdého kelimku pomoci 2 pipet (FINNPIPETTE F2 0,5-5 ml a 100-1000 pl)
odpipetovana mineralizaéni smés 3 ml 69 % HNOz a 1 ml 30 % H>0,. Kelimky byly
upevnény V plastovém rotoru, ktery byl umistén do mikrovinného mineralizatoru MLS 1200
MEGA (nastaveni MM: 1. faze - ¢as 2 minuty, ptikon 250 W 2. faze - ¢as 2 minuty, ptikon
0 W 3. faze - €as 5 minut, piikon 400 W 4. faze - Cas 2 minuty, piikon 0 W 5. faze - Cas 2
minuty, ptikon 500 W 6. faze - ¢as 2 minuty, ptikon 0 W), kde byly vzorky rozlozeny. Obsah
kelimkt (nahnédly roztok) byl kvantitativné pteveden do 25 ml odmérnych ban¢k. Obsah
ban¢k byl preveden do 15 ml zkumavek, vsechny tyto zkumavky byly uzavieny vickem a
uschovany do stojanu v ledniéce (pti 4 °C) pro pozd¢€jsi analyzu. Mezi jednotlivymi kroky
byly teflonové kelimky ¢istény pomoci 3 ml 69 % HNOz v MM.

U druhého doplitku stravy, coz byla 100 ml tinktura, nebylo nutné vzorek rozkladat.
Pomoci automatickych pipet byl odméfen 1 ml vzorku tinktury do 25 ml odmérné banky a
odmétené mnozstvi vzorku bylo zvazeno. Po zvazeni bylo do banky odpipetovano 0,5 ml 69

% HNOj3 a baiika byla po rysku doplnéna demineralizovanou vodou. Cast objemu z baiky
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byla ptevedena do 15 ml zkumavky, ktera byla uzaviena vickem. Takto bylo ptipraveno 6

vzorki k analyze.

3.6 Priprava smésnych zasobniho roztoku pro ovéreni

pravdivosti a preciznosti a kalibracni rady

Postupnym fedénim certifikovanych referen¢nich materialti uvedenych v kapitole 3.2
byl pfipraven smésny zasobni roztok pro analyzu dopliiku stravy Hliva ustfi¢éna 100 %.
Tento smésny zdsobni roztok byl namichan o nasledujicich koncentracich tézkych kovi: As
(750 pg 1Y), Cd (500 pg 1Y), Hg (50 pg 1) a Pb (1,5 mg I'Y). Piipraveny smésny zasobni
roztok byl pouzit k ptidavkiim ke vzorktim hlivy ustfi¢né na tiech koncentrac¢nich hladinach
(0,5, 1,0J a 1,5J). Do prvnich 3 teflonovych kelimka jsem piidal objem 0,25 ml smésného
zasobniho roztoku (hladina 0,5J), do dalSich 6 kelimkd 0,50 ml (hladina 1,0J) a do
poslednich 3 kelimkt 0,75 ml (hladina 1,5J). Kalibra¢ni fada byla ptipravena postupnym
fedénim smésného zdsobniho roztoku. Bylo pfipraveno 7 kalibracnich roztokd o
koncentracich As, Cd, Hg a Pb: 0,5, 1, 5, 10, 50, 100, 500 pg 1 a jeden slepy pokus.
Kalibracni série byla piipravena do 25 ml odmérnych ban¢k a z divodu piiblizeni se k
matrici vzorku byly kalibraéni roztoky okyseleny pomoci ptidavku 1 ml 69 % HNOs. Bariky

byly nasledné doplnény po rysku demineralizovanou vodou.

Postupnym fedénim certifikovanych referen¢nich materialti uvedenych v kapitole 3.2
byl pfipraven smésny zasobni roztok pro analyzu dopliiku stravy Ostropestifec mariansky,
ktery obsahoval t&7ké kovy o nasledujicich koncentracich: As (3 mg I'), Cd (2 mg I'Y), Hg
(200 pg 1Y) a Pb (6 mg I'). Vypogitany objem smésného zasobniho roztoku byl odpipetovan
do 25 ml odmérnych banék k 1 ml vzorku tinktury na tfech koncentra¢nich hladinach (0,5J,
1,0 a 1,5J). Do prvnich 3 odmérnych ban¢k byl odpipetovan objem 0,25 ml smésného
zasobniho roztoku (hladina 0,5J), do dalsich 6 banék 0,50 ml (hladina 1,0J) a do poslednich
3 bangk 0,75 ml (hladina 1,5J). Kalibra¢ni fada 7 roztokd o hmotnostnich koncentracich As,
Cd, Hg a Pb: 0,5, 1, 5, 10, 50, 100, 500 ug I byla piipravena postupnym fedénim
certifikovanych referen¢nich materialt. Kalibra¢ni série byla ptipravena do 25 ml
odmérnych banék a z divodu pfiblizeni se k matrici vzorku byly kalibra¢ni roztoky
okyseleny pomoci piidavku 0,5 ml 69 % HNOs. Baiiky byly nasledné doplnény po rysku

demineralizovanou vodou.
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3.7 Stanoveni As, Cd, Hg a Pb v dopliicich stravy pomoci ICP-
MS

Metodou externi kalibrace na ptistroji ICP-MS 7700x Agilent Technologies (opatien
zmlzovacem, kolizni celou, kvadrup6lovym hmotnostnim analyzatorem a automatickym
davkovacem vzorkn) byly stanoveny tézké kovy As, Cd, Hg, Pb ve dvou doplicich stravy
(Hliva ustfiéna 100 % a Ostropestiec mariansky). Pfistroj byl pfed samotnym méfenim

nastaven pomoci ladiciho roztoku pro ICP-MS o koncentraci 1 pg 17,

Ke kompenzaci nespektralnich interferenci byl béhem kazd¢ analyzy (pied, uprostied
a na konci analyzy) analyzovan certifikovany referencni materidl TMDA 64.3 s
certifikovanymi koncentracemi As, Cd a Pb (tzv. QC vzorek). Nastaveni piistroje ICP-MS
béhem analyzy doplnku stravy je uvedeno v tab. VII.

Tabulka VI Nastaveni pristroje ICP-MS béhem analyzy doplnkii stravy

Ptikon generatoru 1550 W
Hloubka vzorku 8 mm
Pumpa zmlZzovace 0,1 RPS
Teplota mlzné komory 2°C
Priitok plazmového plynu 14,98 | min*t
Priitok nosného plynu 1,02 I min
Pomocny plyn 0,9 I min?
Priitok He 5 ml min*?
Akvizi¢ni mod SPECTRUM
Repliky méteni 6
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4 Vysledky a diskuze

Ve 2 doplicich stravy Hliva tstiicna 100 % a Ostropestfec mariansky byly stanoveny
vybrané té¢zké kovy As, Cd, Hg a Pb metodou ICP-MS. V souladu s dokumentem ICH
Q2(R1) [46] byla provedena validace postupt méteni podle valida¢niho protokolu v kapitole

3.1 pro ovéfeni vhodnosti dané metody pro analyzu doplika stravy.

4.1 Valida¢ni zprava a vysledky pro doplnék stravy Hliva
ustricna 100 %
Vysledky validace postupu méfeni jsou shrnuty ve ¢tyfech samostatnych ¢astech:

e Mg¢fici interval a linearita
e Mez detekce (LOD) a mez stanovitelnosti (LOQ)
e Pravdivost (pfesnost) a preciznost

e Vysledky

Meérici interval a linearita

Béhem validace byl ovéfovan u 4 vybranych kalibra¢nich piimek pro As, Cd, Hg a
Pb (viz Obr. 6, 7, 8 a 9) k doplnku stravy Hliva ustfi¢na 100 % méfici interval a linearita. U

ziskanych zavislosti byl vypocitan korelacni koeficient (viz tab. VIII).

75 As [He] ISTD:89 Y [He]

y =0.0017 " x + 1.3394E-004
R = 1.0000

DL =0.02332 ppb

BEC =0.07936 ppb

REIGE

200.0 4000 6000
Hmotnostni koncentrace (ppb)

Obrazek 6 Kalibracni primka pro As vV dopliku stravy Hliva ustiicna 100 %
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114 Cd [He] ISTD:115 In [He]
y =0.0098 * x +2.3254E-004
R = 1.0000

DL = 0.008364 ppb

6| BEC =0.02379 ppb

Iawog

200.0 4000 600.0
Hmotnostni koncentrace (ppb)

Obrazek 7 Kalibracni primka pro Cd v dopliku stravy Hliva ustiicna 100 %

202 Hg [He] ISTD:159 Th [He]
y =0.0034"x +4.1861E-004
R = 0.9988

DL = 0.02623 ppb

BEC =0.1236 ppb

Iawog

200.0 4000 600.0
Hmotnostni koncentrace (ppb)

Obrazek 8 Kalibracni primka pro Hg Vv dopliiku stravy Hliva ustricna 100 %
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208 Pb [He] ISTD:159 Th [He]
x107 | y=0.0187*x +0.0049

R= 09939

DL = 0.01694 ppb

BEC = 0.2539 ppb

IStog

200.0 4000 6000
Hmotnostni koncentrace (ppb)

Obrazek 9 Kalibracni primka pro Pb Vv dopliku stravy Hliva ustiicna 100 %

Tabulka VI Prehled dat z kalibracnich primek pro tezké kovy As, Cd, Hg a Pb v dopliku
stravy Hliva ustricna 100 %

TézKky kov Rovnice kalibra¢ni pfimky Korelaé¢ni koeficient
As y =0,0017-x + 1,3394-10* R =1,0000
Cd y = 0,0098-x + 2,3254-10* R =1,0000
Hg y =0,0034-x + 4,1861-10* R =0,9988
Pb y =0,0187-x + 0,0049 R =0,9999

Vizualni kontrolou kalibra¢nich ptimek byla ovéfena linearita kalibra¢nich ptimek a
bylo potvrzeno, Ze méfici interval je v rozsahu LOQ - 500 pg I* pro vSechny 4 t&7ké kovy
(As, Cd, Hg a Pb).

Kontrolou korelacnich koeficientii v tab. VIII bylo ovéfeno, ze ptreddefinované

akceptacni kritérium pro linearitu (R > 0,99) bylo pro vSechny 4 tézké kovy splnéno.
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Mez detekce (LOD), mez stanovitelnosti (LOQ)

Z 5 slepych pokust (odchylka od valida¢niho protokolu) byly vypocitany LOD a
LOQ pro As, Cd, Hg aPb. LOD a LOQ byly nejprve uvedeny v pg I a nasledné prepo&itany

na mg kg (viz tab. 1X).

Ve valida¢nim protokolu bylo uvedeno, ze LOD a LOQ budou stanoveny ze 6

slepych pokusii pro dany dopln¢k stravy, ale jeden slepy pokus byl vyloucen jako odlehly

bod.
Tabulka IX LOD a LOQ pro tézké kovy As, Cd, Hg a Pb K doplitku stravy Hliva ustricna
100 %

Tézky kov LOD [ugl?] | LOQ[ugl?] | LOD[mgkg?’]| LOQ [mgkg?]

As 0,3 11 0,03 0,1

Cd 0,02 0,06 0,002 0,01

Hg 4,5 14,9 0,5 1,5

Pb 0,9 2,8 0,09 0,3

Pravdivost (pi‘esnost) a preciznost

Dalsimi posuzovanymi validaénimi parametry byly pravdivost a preciznost.

Tabulka X Prehled vytézkit na hladinach 0,53 1,0 a 1,53 pro As, Cd, Hg a Pb k doplsiku

stravy Hliva ustricna 100 %

Tézky kov Vytézek na Vytézek na hladiné Vytézek na hladiné
hladiné 0,5J [%] 1,0J [%] 1,5 [%]

As 129,6 126,4 117,9

Cd 96,6 96,9 96,5

Hg <LOQ <LOQ <LOQ

Pb 92,0 90,4 91,3

Tabulka X1 Prehled relativnich smérodatnych odchylek hladiny 1,0J pro tézké kovy As, Cd,

Hg a Pb k doplriku stravy Hliva ustricna 100 %

Tézky kov RSD pro hladinu 1,0J [%]
As 0,9

Cd 1,0

Hg -

Pb 18
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Akceptacni kritérium pravdivosti byl vytézek pro tézké kovy As, Cd, Hg a Pb na
hlading 0,5J 1,0J a 1,5J v rozmezi 70-150 %. Toto kritérium bylo splnéno pro vSechny tézké

kovy az na Hg, u které byly vSechny tfi urovné pod mezi stanovitelnosti.

Akceptacni kritérium preciznosti bylo, ze RSD pro hladinu 1,0] < 20 %. Toto
kritérium bylo splnéno pro vSechny tézké kovy az na Hg, u které byla analyzovana

koncentrace pod mezi stanovitelnosti.

RSD pro hladinu 1,0J a vytézek na hladinach 0,5J, 1,0J a 1,5J pro Hg nespliuji
akceptaéni kritéria, protoZze metoda ICP-MS neni dostate¢né citliva na to, aby stanovila Hg

pii legislativnim limitu 0,1 mg kg™.

Vysledky

V této kapitole bylo zhodnoceno, jaké mnozstvi tézkych kovi As, Cd, Hg a Pb bylo
nalezeno v dopliku stravy Hliva ustfi¢éna 100 % (viz tab. XII). Dale je zde v tabulce XIII
uveden piehled z analyzy certifikovaného referen¢niho materialu TMDA 64.3.

Tabulka X1l Stanovené mnozstvi tezkych kovii As, Cd, Hg a Pb v dopliku stravy Hliva
ustricna 100 %

Tézky kov Stanovené mnozstvi téZkého kovu v dopliiku stravy Hliva
tistFiéna 100 % [mg kg™

As 6,30 + 0,08

Cd 0,300 + 0,004

Hg <LOQ

Pb <LOQ

V doplnku stravy Hliva ustficna 100 % bylo mnozstvi Hg a Pb pod mezi
stanovitelnosti, ale byl stanoven As 6,30 mg kg a Cd 0,3 mg kg™.

Vysledky z analyzy certifikovaného referen¢niho materialu TMDA 64.3, ktery byl
pouzit jako tzv. QC vzorek a béhem méfeni analyzovéan 3krat (na zacatku, uprostied a na

konci analyzy), jsou uvedeny v tabulce XIII.
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Tabulka X111 Prehled referencnich a primérnych stanovenych koncentraci tézkych kovi
As, Cd a Pb v referencnim materialu TMDA 64.3 béhem analyzy doplitku stravy Hliva

ustricna 100 %

Tézky kov Certifikovana hodnota Primérna naméiena
s roz§ifenou nejistotou hodnota [ug 1]
[ng ]
As 164 + 15 182
Cd 258 £ 21 250
Pb 280 + 22 269

Stanovené prumérné koncentrace As, Cd a Pb lezi v intervalu 80-120 % od

certifikované hodnoty.

4.2 Valida¢ni zprava a vysledky pro doplnék stravy

Ostropestirec mariansky
Vysledky validace stanoveni vybranych tézkych kovi (As, Cd, Hg a Pb) v dopliiku
stravy Ostropestfec mariansky jsou shrnuty v této kapitole, kterd je Clenéna do Ctyf

samostatnych ¢asti stejné jako kapitola 4.1.

MéFici interval a linearita
Z kalibra¢nich piimek pro tézké kovy As, Cd, Hg a Pb (viz Obr. 10, 11, 12 a 13) k

dopliiku stravy Ostropestfec mariansky byl vyhodnocen méfici interval a linearita.

(75 As [He] ISTD:115 In [He]
y=0.0120"x +0.0011
R = 1.0000

DL = 0.06824 ppb

BEC =0.08546 ppb

1304

200.0 4000 600.0 v
Hmotnostni koncentrace (ppb)

Obrazek 10 Kalibracni primka pro As u dopliku stravy Ostropestiec mariansky
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114 Cd [He] ISTD:115In [He]
y =0.0820 " x +9.5235E-004

x10 71

R = 1.0000
DL =0.006328 ppb
BEC =0.01162 ppb

)

e

=

.(3.1

200.0 4000 | 600.0
Hmotnostni koncentrace (ppb)

Obrazek 11 Kalibracni primka pro Cd u doplnku stravy Ostropestiec mariansky

202 Hg [He] ISTD:209 Bi [He]
x107 | y=0.0391 " x +0.0027

R = 0.9997

DL =0.006616 ppb

BEC =0.0685 ppb

Istiodg

4000 6000
Hmotnostni koncentrace (ppb)

200.0

Obrazek 12 Kalibracni primka pro Hg u dopliku stravy Ostropestrec mariansky

43



208 Pb [He] ISTD:159 Tbh [He]
x102 | y=0.1634"x +0.0351
R = 1.0000
DL =0.02554 ppb
BEC =0.2147 ppb

IStodg

200.0 4000 600.0
Hmotnostni koncentrace (ppb)

Obrazek 13 Kalibracni primka pro Pb u dopliku stravy Ostropestiec mariansky

Tabulka X1V Prehled dat z kalibracnich primek pro tézké kovy As, Cd, Hg a Pb v dopliku
stravy Ostropestiec mariansky

Tézky kov Rovnice kalibra¢ni primky Korelacni koeficient
As y =0,0120-x + 0,0011 R =1,0000
Cd y =0,0820-x + 9,5239-10* R =1,0000
Hg y =0,0391-x + 0,0027 R =0,9997
Pb y =0,1634-x + 0,0351 R =1,0000

Vizualni kontrolou kalibra¢nich piimek byla ovétena linearita a bylo potvrzeno, ze méfici

interval je od LOQ do 500 ug I*! pro vSechny 4 t&7ké kovy (As, Cd, Hg a Pb).

Kontrolou korela¢nich koeficientii v tab. XIV bylo ovéfeno, ze preddefinované akceptacni

Kritérium pro linearitu (R > 0,99) bylo pro vSechny 4 té¢zké kovy splnéno.
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Mez detekce (LOD), mez stanovitelnosti (LOQ)

Z 5 slepych pokust pro dany doplné€k stravy byly vypocitany LOD a LOQ pro tézké
kovy As, Cd, Hg a Pb. LOD a LOQ byly nejprve uvedeny v ug I"! a nasledné ptepoéitany na
mg kgt (viz tab. XV). | v tomto piipadé byl vylouden jeden slepy pokus jako odlehly bod a
doslo tim k odchyleni se od valida¢niho protokolu.

Tabulka XV LOD a LOQ pro tézké kovy As, Cd, Hg a Pb K dopliku stravy Ostropestrec
mariansky

Tézky kov LOD [ugl?] | LOQ[ugl?] | LOD[mgkg?']| LOQ [mgkg?]
As 0,5 1,6 0,01 0,04
Cd 0,01 0,02 0,0002 0,001
Hg 11 3,7 0,03 0,09
Pb 0,04 0,1 0,001 0,003

Pravdivost (presnost) a preciznost

Jako dal$i validacni parametry postupu méfeni byly posuzovany pravdivost a

preciznost. Vysledky jsou uvedeny v tabulkach XVIa XVII.

Tabulka XV Prehled vytezkit na hladinach 0,53, 1,0 a 1,5J pro As, Cd, Hg a Pb k doplriku

stravy Ostropestrec mariansky

Tézky kov VytéZek na VytéZek na hladiné | VytéZek na hladiné
hladiné 0,5J [%] 1,0J [%] 1,5J [%]

As 176,5 176,7 178,4

Cd 107,4 105,7 106,0

Hg 84,4 94,8 97,2

Pb 1245 127,2 126,8

Tabulka XVII Prehled relativnich smérodatnych odchylek na hladiné 1,0J pro tézké kovy
As, Cd, Hg a Pb k doplriku stravy Ostropestiec maridansky

Tézky kov RSD na hladiné 1,0J [%]
As 0,9
Cd 0,7
Hg 7,0
Pb 0.8

Akceptacéni kritérium pravdivosti bylo, Zze vytézek na hladinach 0,5J, 1,0J a 1,5J musi
byt v rozmezi 70-150 %. Akceptacni kritérium pravdivosti bylo spinéno u vsech tézkych

kovid kromé As, ktery mél vytézek na vSech tiech hladinach vyssi.
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Akceptacni kritérium preciznosti bylo, ze RSD na hladin¢ 1,0J] < 20 %. Toto

kritérium bylo splnéno pro vSechny tézké kovy.

Vytézek pro As na hladiné 0,5] 1,0 a 1,5] nebyl vrozmezi 70-150 % kvili
interferencim zpisobenym piitomnosti organickych latek ve vzorku (dopln€k stravy je
extrahovan v 35 % ethanolu) [50]. Vysledky stanoveni As v tomto dopliiku stravy nad LOQ
je nezbytné piepocitat pomoci korekéniho faktoru k = 1,0/1,7.

Vysledky
V této Casti bylo zhodnoceno, jaké mnozstvi tézkych kovi As, Cd, Hg a Pb bylo

nalezeno v doplnku stravy Ostropestiec mariansky. Vysledky jsou uvedeny v tabulce XVIII.

Tabulka XVIII Stanovené mnozstvi tezkych kovii As, Cd, Hg a Pb v dopliku stravy
Ostropestrec mariansky

Tézky kov Stanovené mnoZstvi téZkého kovu v Ostropestici marianském
[mg k']

As <LOQ

Cd <LOQ

Pb 0,005

V doplinku stravy Ostropestiec mariansky bylo stanoveno pouze mnozstvi Pb,

hladiny zbyvajicich tézkych kovi byly nizsi nez LOQ.

Vysledky z analyzy certifikovaného referen¢niho materidlu TMDA 64.3, ktery byl
pouzit jako tzv. QC vzorek a béhem méfeni analyzovéan 3krat (na zacatku, uprostfed a na

konci analyzy), jsou uvedeny v tabulce XIX.
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Tabulka XIX Prehled referencnich a primérnych stanovenych koncentraci tézkych kovi
As, Cd a Pb vreferencnim materialu TMDA 64.3 béhem analyzy doplitku stravy

Ostropestiec mariansky

Tézky kov Certifikovana hodnota Primérna naméiena
S roz§ifFenou nejistotou hodnota
[ng ] [ug I]
As 164 + 15 166
Cd 258 + 21 271
Pb 280 + 22 269

Stanovené koncentrace As, Cd a Pb lezi v intervalu 80-120 % od certifikované

hodnoty.

4.3 Diskuze vysledki

V kapitole diskuze vysledkt byly porovnany vysledky analyz doplika stravy (viz

tab. XX) s legislativnimi limity pro tézké kovy v dopliicich stravy. Dale jsou dosazené

vysledky diskutovany s udaji z odborné literatury uvedenymi v kap. 2.8.

Tabulka XX Vysledné srovnani stanoveného mnozstvi tézkych kovii As, Cd, Hg a Pb v obou
doplicich stravy k legislativnim limitiim pro tyto 4 tezké kovy v dopliicich stravy

Tézky Legislativni Stanovené mnoZzstvi Stanovené mnoZstvi
kov limity pro tézké | tézkych kovi v dopliikku téZzkych kovu v doplitkku
kovy stravy Hliva ustii¢na 100 stravy Ostropestiec
v dopliicich % [mg kg!] mariansky [mg kg]
stravy [mg kg]
As 1,5° 6,30 + 0,08 <LOQ
cd 1,0° 0,300 + 0,004 <LOQ
3,08
Hg 0,1 <LOQ <LOQ
Pb 3,0 <LOQ 0,005 + 0,008

a-dopliky stravy slozené vyhradné nebo zejména ze susenych moiskych fas nebo z produkti
ziskavanych z mofiskych fas, b — vS8echny doplitky stravy mimo a, c-limitni hodnota pouze pro
anorganicky As, tidaj za znaménkem =+ je smérodatna odchylka (SD)

Z tab. XX je jasné vidét, ze legislativni limity vztazené na dopliiky stravy Hlivu

ustficnou 100 % a Ostropestiec mariansky (tinktura) nebyly v pfipadé Cd, Hg a Pb

prekroceny.

Jediny té€zky kov, u kterého byl zdanlivé prekrocen legislativni limit v dopliicich

stravy, byl As a to v dopliiku stravy Hliva tstfi¢na 100 %. Limitni hodnota je vSak uvedena

pro anorganicky As. Pomoci postupu méteni pouzitého v této praci bylo provedeno
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stanoveni celkového mnozstvi As. Lze vsak predpokladat, ze As byl v hlivé Ustficné vazan
ve formé organickych sloucenin, a proto neni tento doplné€k stravy pro ¢lovéka nebezpecny.

Pro potvrzeni tohoto piedpokladu by bylo nutné provést speciacni analyzu pro As.

Nasledné byly srovnany stanovené mnozstvi tézkych kovt s vysledky ve védeckych

&lancich [37-43].

As byl stanovovan jako elementarni necistota v dopliicich stravy v 5 ze 7 védeckych
¢lankt [37-41]. V prvnim védeckém ¢lanku [39] bylo analyzovano 16 doplnkd stravy, které
byly zakoupeny na danském trhu. V1 ze 16 doplitkii stravy (z Ciny) byl stanoven
anorganicky As v mnozstvi 3,2 mg kg™, pfesahujici limitni hodnotu pro As (1,5 mg kg™)
Vv doplncich stravy asi 2,13krat. Ve druhém védeckém ¢lanku [40] byl stanoven As ve 104
vzorcich rozmanitého puvodu (houby, dopliky stravy na bazi hub a vzorky pudy). Ze 104
vzorkl bylo analyzovano 21 doplikd stravy na bazi hub. Jeden doplnék stravy obsahoval
mnozstvi As 1,50 mg kg (vztaZeno na susinu) ptesahujici legislativni limit 1,00 mg kg

(vztazeno na suSinu).

Cd bylo stanoveno jako elementarni neéistota v dopliicich stravy ve 4 ze 7 védeckych
¢lankt [37-38,41-42]. Z toho ve dvou védeckych pracich [37,41] byly analyzovany dopliiky
stravy, které obsahovaly mnozstvi Cd, pfesahujici limitni hodnoty. V prvnim védeckém [37]
¢lanku bylo autory analyzovano 30 doplnka stravy, 2 dopliiky stravy piekrocily povolenou
limitni hodnotu 0,1 mg kg™ pro Cd. U prvniho dopliiku stravy se jednalo o bylinny doplnék
stravy, ktery obsahoval 0,124 mg kg™. Druhy doplnék stravy byl ze skupiny vitaminii a
mineralnich latek a obsahoval 0,418 mg kg™ Cd. Autofi neméli v roce 2003 na narodni
urovni legislativu, kde by byla uvedena limitni hodnota pro Cd v dopliicich stravy, takze se
fidili limitni hodnotou pro Cd v kukufici. Ve druhém védeckém ¢lanku [41] bylo autory
analyzovano 20 dopliku stravy, 14 z 20 dopliikt stravy obsahovalo mnozstvi Cd, ptesahujici
limitni hodnoty 3,0 mg kg™ pro dopliiky stravy z moiskych fas a 1,0 mg kg? pro viechny
ostatni doplnky stravy. Dopliiky stravy snejvy$$im mnozstvim Cd byly ptavodem

z mote(oceanu). Autofi vyhodnotili, Ze bylo kontaminovano Zivotni prostiedi.

Hg byla stanovovadna jako elementarni necistota v doplicich stravy ve4 ze 7
védeckych ¢lanku [37-38,41,43]. V prvnim védeckém ¢lanku [37] byl legislativni limit pro
Hg (0,03 mg kgt) ptekrogen u 16 z 20 dopliiki stravy. Autofi neméli v roce 2003 legislativu,
kde by byla uvedena limitni hodnota pro Hg v doplicich stravy, takze se fidili limitni
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hodnotou pro Hg v kukufici. V druhém védeckém ¢lanku [38] bylo stanovené mnozstvi Hg
u vSech doplnki stravy pod LOQ. Ve tietim védeckém ¢lanku [41] nebylo mnozstvi Hg
v zadném doplilku stravy piekro¢eno. Ve ¢étvrtém védeckém ¢lanku [43] bylo autory
stanoveno mnozstvi Hg?* a CHsHg" v rybim tuku. Ve viech dopliicich stravy bylo mnozstvi
Hg?* a CH3Hg" asi o 3 fady niz&i (ng I'Y) nez legislativni limit pro Hg Vv dopliicich stravy.
Autofi dokonce usoudili, ze konzumace dopliki stravy srybim tukem je mnohem

vewr

Vv téchto produktech.

Pb bylo stanoveno jako elementarni necistota v dopliicich stravy ve 4 ze 7 védeckych
¢lanka [37-38,41-42]. V prvnim védeckém ¢lanku [37] byl legislativni limit pro Pb (0,4 mg
kg™) piekrogen u 5 z 30 dopliikii stravy v mnoZstvich 0,400 0,432 0,606 0,630 1,061 a 6,074
mg kg™. U posledniho doplitku stravy se jednalo o piipravek ze skupiny vitamind a mineral.
Ani v tomto piipadé autofi neméli v roce 2003 na narodni Grovni legislativu, kde by byla
uvedena limitni hodnota pro Pb v dopliicich stravy, takze se fidili limitni hodnotou pro Pb
Vv kukufici. V druhém védeckém c¢lanku [38] bylo stanovené mnozstvi vsech tézkych kovu
pod legislativnimi limity EU az na Pb (3,0 mg kg™). To bylo autory stanoveno v 1 z 12
dopliikt stravy (smés bylin) v mnozstvi 3,92 mg kg?. Ve tfetim védeckém ¢lanku [41]
nebylo mnozstvi Pb piekroc¢eno v zadném doplitku stravy. Ve ¢tvrtém védeckém ¢lanku [42]
bylo autory stanoveno Pb v 17 ze 168 dopliku stravy. Ztoho v kazdém piipadé byl
piekroden legislativni limit pro Pb (3,0 mg kg™), dokonce ve 2 p¥ipadech 11,1krét a 16,9krét.
Autory bylo usouzeno, ze je zapotiebi zptisnit kontrolu dopliikli stravy, protoze ptiznivé

predpisy EU umoziuji Sirokou dostupnost téchto vyrobkd na trhu. [42]
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S5 Zavér
V této bakalarské praci byly optimalizovany a validovany postupy méteni pro tézké
kovy As, Cd, Hg a Pb v doplncich stravy Hlivu tstfi¢nou 100 % a Ostropestiec mariansky

v souladu s mezinarodnimi postupy doporu¢enymi pro analyzu 1é¢iv. Nasledné byly shrnuty

vysledky stanoveni tézkych kovi v téchto doplncich stravy.

U dopliiku stravy Hliva ustticna 100 % byla zjisténd hodnota LOQ pro Hg vyrazné
vyssi (1,5 mg kg?) nez jeji legislativni limit (0,1 mg kg™) v dopliicich stravy. Pro Hg v
doplnku stravy Hliva ustficna 100 % neni mozné pomoci vyvinuté metody stanovit Hg na
pozadované urovni. Legislativni limit je na hranici moznosti pouzité instrumentalni metody
(ICP-MS). Aby se v budoucich experimentech dalo mnozstvi Hg v dopliicich stravy stanovit
nad LOQ, bude tfeba zvysit navazku vzorku z ptivodni hodnoty 250 mg a pracovat

v CistéjSich laboratornim prostredi.

Ani v jednom dopliiku stravy nebyly piekroceny legislativni limity pro tézké kovy
As, Cd, Hg a Pb. V doplniku stravy Hliva tstfi¢éna 100 % byla stanovena vyssi koncentrace
arsenu, ten je pravdépodobné vazan ve formé organickych sloucenin. Je tedy
nepravdépodobné, Ze by byla piekrocena limitni hodnota pro anorganicky arsen. Stanoveni
mnozstvi anorganického As z celkového As by se dalo fesit speciacni analyzou, coz by
znamenalo vyvinuti a validaci HPLC-ICP-MS postupu méfeni [39] nebo upraveni vzorku
pfed samotnou analyzou napf. vyuzitim selektivni extrakce anorganického As a jeho

nasledné stanoveni.

Oba analyzované doplnky stravy jsou tedy z hlediska obsahu tézkych kovti naprosto

bezpecéné a nehrozi zdravotni riziko pii jejich uzivani.
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7 Prilohy
7.1 Obrazky analyzovanych dopliki stravy

Priloha I Analyzovany doplnék stravy ¢.1 Hliva ustfi¢na 100 % [47]

Piiloha IT Analyzovany doplngk stravy ¢.2 Ostropestiec maridnsky [49]
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7.2 Data z méreni dopliikii stravy

Ptiloha III Data z analyzy dopliku stravy Hliva ustricna 100 %

SAs [He] HiCd [He] 202Hg [He] 208ph [He]

Vzorek Konc. | Konc. | Konc. | Konc. | Konc. | Konc. | Konc, | Konc.

[ppb] | RSD | [ppb] | RSD | [ppb] | RSD | [ppb] | RSD
0 0,00 | N/A | 0,00 | N/A | 0,00 | N/A | 0,00 | N/A
0.5 0,77 | 154 | 1,29 | 489 | 090 | 188 | 6,50 | 1,99
5 506 | 1,01 | 503 | 1,48 | 574 | 0,66 | 508 | 0,48
10 10,22 | 2,20 | 10,23 | 195 | 11,79 | 0,87 | 9,94 | 0,68
50 50,35 | 0,43 | 50,18 | 0,76 | 60,40 | 2,00 | 49,60 | 1,78
100 101,16 | 0,35 (101,04 | 0,53 |122,08| 1,31 |101,27| 1,48
500 499,73 | 0,90 499,77 | 0,55 |494,50| 0,97 [499,78| 0,62
voda 0,71 | 2525| 0,18 |23,00| 566 |3587| 0,15 |49,18
T™M 25.6 31,06 | 0,85 | 2392 | 0,30 | 3,03 | 1942 26,35 | 1,12
TMDA 64.3 {185,82| 1,02 [259,80| 0,37 | 1,09 | 4,61 |289,12| 1,03
Blk D 2,25 10,44 | 0,07 |37,70| 13,10 | 10,80 | 0,22 | 19,49
BIk E 048 | 6,31 | 0,01 |80,38| 2,62 | 556 | 0,09 | 548
Blk F 0,25 | 7,76 | 0,00 |88,32| 0,97 | 441 | 0,07 | 3,62
Blk 4 0,19 |13,93| 0,01 |52,48| 0,46 | 3,02 | 0,75 | 2,83
Blk 5 0,08 |27,69 |<0.000| N/A | 0,27 | 3,47 | 0,06 | 7,86
Blk 6 0,07 |10,64 [<0.000| N/A | 0,16 |10,30| 0,11 | 12,84
Vz A 62,56 | 1,23 | 3,37 | 1,86 | 0,27 | 6,69 | 1,24 | 1,72
Vz B 6354 | 089 | 341 | 1,03 | 0,22 | 201 | 1,02 | 1,26
VzC 6183 | 1,22 | 340 | 2,64 | 0,21 | 093 | 1,05 | 2,70
Vz1 61,66 | 246 | 349 | 1,00 | 0,18 | 10,60 | 1,09 | 2,93
Vz?2 63,37 | 0,78 | 3,37 | 298 | 0,17 | 438 | 1,24 | 1,74
Vz3 63,34 | 208 | 339 | 095 | 0,48 | 3,16 | 1,03 | 1,45
TMDA 64.3 [179,78| 1,08 [ 246,92 | 1,15 |<0.000| N/A |276,76| 0,91
05J1 7163 | 052 | 825 | 0,46 | 0,49 | 1,86 | 1529 | 0,94
05J)2 72,85 | 0,80 | 8,17 | 0,67 | 0,53 | 3,30 | 14,70 | 0,57
05J3 72,74 | 0,87 | 827 | 0,69 | 0,52 | 468 | 14,71 | 1,62
10J1 82,97 | 1,62 | 1327 | 051 | 0,86 | 1,22 | 27,82 | 0,17
1,0J2 81,22 | 1,25 | 13,06 | 1,62 | 0,84 | 251 | 29,26 | 1,96
1,0J3 82,07 | 069 | 1291 | 1,01 | 0,84 | 1,59 | 27,94 | 1,62
1,0J4 81,13 | 0,44 | 13,18 | 1,27 | 0,74 | 2,17 | 28,31 | 0,23
1,0J5 82,01 0,72 | 13,15 | 0,72 | 0,75 | 453 | 28,23 | 1,41
1,0J6 81,29 | 0,35 | 13,09 | 0,43 | 0,72 | 4,16 | 27,99 | 1,82
1571 89,52 | 055 | 17,77 | 1,65 | 1,03 | 1,65 | 42,39 | 3,45
15J)2 88,35 | 0,66 | 18,02 | 0,62 | 1,02 | 2,17 | 4193 | 1,79
1573 89,85 0,38 | 1784 | 1,03 | 1,04 | 0,31 | 42,21 | 2,08
TMDA 64.3 [179,80| 1,87 [242,80| 1,39 |<0.000| N/A |268,46| 1,17
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Priloha IV Data z analyzy doplitku stravy Ostropestiec mariansky

SAs [He] HiCd [He] 202Hg [He] 208ph [He]

Vzorek Konc. | Konc. | Konc. | Konc. | Konc. | Konc. | Konc. | Konc.

[ppb] | RSD | [ppb] | RSD | [ppb] | RSD | [ppb] | RSD
0 0,00 | N/A | 0,00 | N/A | 0,00 | N/A | 0,00 | N/A
0.5 061 | 523 | 053 | 494 | 0,40 | 3,09 | 0,52 | 2,36
1 1,36 | 451 | 099 | 204 | 0,64 | 3,49 | 1,11 | 1,22
5 502 | 219 | 505 | 0,38 | 419 | 1,17 | 494 | 0,71
10 10,11 | 3,13 | 10,45 | 1,24 | 7,79 | 0,94 | 9,98 | 0,59
50 50,51 | 1,32 | 50,76 | 1,59 | 48,32 | 1,31 | 50,19 | 1,37
100 101,87 1,83 |102,25| 1,02 |106,65| 0,77 [103,02| 0,90
500 499,57 0,90 [499,47| 1,01 [498,89| 1,37 [499,38| 1,06
voda 0,44 |2635| 0,10 | 41,97 | 2,58 |35,12| 0,08 | 88,76
TMDA 64.3 |165,77| 1,50 |255,21| 0,87 | 2,24 | 14,67 |270,81| 1,05
Blk D 1,44 |29,63| 0,05 |13,27| 16,91 | 21,26 | 0,32 | 7,40
BIk E 0,32 | 521 | 0,01 [48,40| 456 | 3,70 | 0,20 | 6,02
Blk F 0,14 | 1427 | 0,01 (4167 | 2,42 | 6,04 | 0,17 | 6,03
Blk 4 0,12 | 1558 | 0,02 |2360| 156 | 2,72 | 0,82 | 1,37
BIk 5 0,04 |18,05| 0,00 (87,02 1,03 | 2,15 | 0,13 | 3,66
Blk 6 0,05 |21,28| 0,01 (4757 0,76 | 1,80 | 0,27 | 3,79
Vz A 52,14 | 3,64 | 3,16 | 3,42 | 0,84 | 4,26 | 1,40 | 4,70
VzB 54,20 | 4,01 | 3,33 | 530 | 0,75 | 3,78 | 1,20 | 5,19
VzC 5350 | 242 | 343 | 091 | 0,70 | 2,79 | 1,26 | 2,17
Vz1 53,48 | 366 | 3,47 | 451 | 0,61 | 3,41 | 1,30 | 5,68
Vz?2 5422 | 266 | 343 | 265 | 0,56 | 3,64 | 1,40 | 3,94
Vz 3 54,75 | 1,70 | 3,41 | 2,24 | 053 | 2,13 | 1,24 | 1,65
TMDA 64.3 |166,66| 4,20 |276,67| 3,26 | 0,16 | 3,11 |272,50| 3,01
05J1 62,12 | 1,83 | 8,76 | 3,08 | 0,83 | 2,51 | 15,36 | 3,08
05J)2 62,62 | 1,67 | 863 | 1,31 | 0,80 | 1,35 | 14,52 | 0,63
05J3 63,05 | 469 | 869 | 533 | 0,79 | 561 | 14,48 | 5,12
10J1 70,23 | 3,33 | 13,80 | 3,30 | 1,07 | 3,43 | 26,64 | 3,31
1,0J2 69,68 | 0,70 | 13,64 | 1,20 | 1,06 | 2,20 | 28,15 | 0,98
1,0J3 70,64 | 2,86 | 13,96 | 2,27 | 1,06 | 3,32 | 27,44 | 2,95
1,0J4 69,53 | 0,74 | 1400 | 1,67 | 0,96 | 1,05 | 27,78 | 1,09
1,0J5 71,17 | 2,13 | 1393 | 1,32 | 0,96 | 1,45 | 27,46 | 1,18
1,0J6 69,75 | 1,23 | 14,01 | 182 | 0,94 | 2,46 | 27,39 | 1,55
1571 7742 | 1,44 |1 1934 | 1,45 | 1,21 | 2,07 | 4050 | 1,25
1572 76,82 | 2,74 | 19,44 | 2,20 | 1,21 | 2,47 | 40,26 | 2,01
1573 78,14 | 1,31 | 19,45 | 1,02 | 1,21 | 1,63 | 40,29 | 1,26
TMDA 64.3 | 164,78 | 1,06 [282,55| 0,31 | 0,05 | 3,39 |265,01| 0,75
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