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1 Uvod

Cokolada je jedna z nejpopularngjsich sladkosti na svété. Slovo &okolada pochazi
z aztéckého vyrazu xocolatl, ktery voln¢ prelozeno znamena ,,hotké piti“. Kakao, které je
hlavni ingredienci v kazdé hotké ¢okolad¢, se vyrabi z kakaovniku pravého, coz je tropicky
strom pochazejici z oblasti amazonského destného pralesa. Kakao bylo povazovano
mistnim lidem za dar od bohii. Mayové a Aztékové péstovali kakaové boby uz 2000-4000
let pred Spanélskymi zamoiskymi objevy. Kakaové boby vyuzivali jako platidlo a zaklad
do svych hotkych ndpojii tzv. chocolatlii. Tyto chocolatly ptipravovali tak, ze oprazili a
rozdrtili kakaové boby na mnohem mensi velikost zrna a nasledné je smichali s vodou a
dal§imi ingrediencemi, napf. s vanilkou ¢i s riznym exotickym kotfenim. Vysledkem byl
velmi hotky napoj, ktery Evropantim, pravé pro svou hotkost nechutnal, a tak si ho sladili
medem. [1]

Jednim z hlavnich dtivodi, pro¢ je kvalitni ¢okolada tak popularni, je jeji pozitivni vliv
na zdravi diky kakau, které je hlavni ingredienci kazdé vysokoprocentni hotké ¢okolady
(70 % a vyse). V mnoha studiich [2-3] bylo dokazano, ze kazdodenni konzumace kvalitni
hotké ¢okolady ma mnoho zdravotnich benefitd, jako je napt. prevence infarktu, zlepSené
celkové prokrveni téla a zlepSeni krevniho tlaku, sniZeni rizika cukrovky, snizeni té€lesné
hmotnosti, stimulace mozku, a dokonce prevence Alzheimerovy choroby. Tato vSechna
pozitiva jsou zpusobena vysokou koncentraci antioxidantd v kakau spolu s vysokym
mnozstvim vldkniny a biogennich prvk, jako je napt. Cu, Fe, Mg a Mn. V jedné 100 g
tabulce 70 % hotké ¢okolady je obsazeno asi 89 % doporucené denni davky Cu, 67 % Fe,
58 % Mg a 98 % Mn. Protoze cokoldda je pomérné kalorickd, doporucuje se denné
konzumovat nejvyse 30 g takovéto kvalitni 70 % hotké cokolady. [4]

Cilem této diplomové prace bylo stanovit mnozstvi As, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mg, Mn,
Ni, Pb a Zn ve vzorcich ¢okolad od bilé ¢okolady az po 100 % hoikou ¢okoladu a v
kakaovych hmotach pomoci 2 riznych metod (AAS a ICP-MS). Dalsim cilem bylo
statisticky porovnat vSechny vysledky stanovené témito metodami, porovnat naméfena
data s jiz publikovanymi védeckymi ¢lanky, zkusit vyhledat legislativni limity pro kovy
v ¢okolad¢ a porovnat, zda n&jaky vzorek ¢okolady ¢i kakaové hmoty tento legislativni

limit nepiekrocuje.



2 Teoreticka Cast

2.1 Cokolada
2.1.1 Klasifikace kakaa

Kakaovnik pravy (Theobroma cacao) patii do rodu Theobroma a je fazen do podceledi
Sterculioidea z Celedi Malvaceae. Kakao bylo spolu s kolovym ofechem kdysi fazeno do
dnes jiz zastaralé ¢eledi Sterculiaceae. [1]

Existuje 22 znamych druhi, pfitazenych do rodu Theobroma. Z téchto druhii je Theobroma

cacao jedinym druhem Siroce péstovanym mimo svoji ptivodni oblast a uvadi se, ze je to
jediny hospodaisky vyznamny druh. Téchto 22 druhti se dale d¢€li na Sest sekci na zdkladé
jejich morfologickych znak:
1. Andropetalum (T. mammosum), 2. Glossopetalum (T. angustifolium, T. canumanense, T.
chocoense, T.cirmolinae, T. gradiflorum, T. hylaeum, T. nemorale, T. obovatum, T.
simiarum, T. sinuosum, T. stipulatum, T. subincanum), 3. Oreanthes (T. bernouillii, T.
glaucum, T. speciosum, T. sylvestre, T. velutinum), 4. Rhytidocarpus (T. bicolor),
5. Telmatocarpus (T. gileri, T. microcarpum), 6. Theobroma (T. cacao).

Téchto 22 druhii se péstuje v Brazilii krom¢ druhit Andropetalum (T. mammos). T.
grandiflorum, T. obovatum, T. speciosum, T. sylvestre, T. subincanum, T. microcarpum, T.

bicolor a T. cacao pochazeji z brazilské Amazonské panve. [5]

2.1.2 Morfologické a odrudové charakteristiky kakaa
V této kapitole budou kakaovniky rozdéleny podle svych charakteristik (geografie, barva

lusku, tvar lusku aj.).

Samotny kakaovnik

Kakaovnik je relativné maly strom, ktery je vysoky 4-8 m. Ve stinu velkych lesnich stromi
mize dosahovat vysSky az 10 m. Stonek je rovny, jeho dfevo je svétlé a kuira stromu je tenka
hladké a hnédava. Kakaové lusky dosahuji délky 15-25 cm. Zraly lusk se sklada z pomérné
silné slupky obsahujici 30-50 semen (bobti), uloZenych v husté slizovité duziné. VSechny
kultivované kakaovniky vykazuji velkou variabilitu a panuje obecna shoda, Ze je l1ze délit v
ramci druhu. Hlavni odriidy kakaovniku jsou:
1. Forastero pochazejici z oblasti Amazonie, péstuje se hlavné na zapadé Afriky,

2. Criollo, péstované ziidka kvuli nachylnosti k chorobam,



3. Trinitario, kiizenec Forastero a Criollo,
4. Nacional s jemnou chuti, vypéstovany v Ekvadoru.
Odrtdy Forastero tvofi vétSinu ,hromadného* trhu s kakaem. Ptehled zakladnich

charakteristik kakaovnikt uvadi tabulka I. [1]

Tabulka | Zakladni charakteristiky riznych druhu kakaovniku [5-12]

Charakteristika Criollo Forastero Trinitario
Skorapka Textura Jemna, vras¢ita | Tvrda, hladka Tvrda
lusku Barva Cervena Zelena Riizna
Boby Primérny pocet 20-30 30 a vice 30 a vice
luskt
Barva d¢lohy Bila, slonova, Od mdlé do | Riuzna, bilé boby
lehce fialova vyrazng jsou vzacné
fialové
Zemédélské | Odolnost stromu Slaba Silna Stiedni
parametry Citlivost na Citliva Mirna Stiedni
sktidce a nemoci
Kvalita Doba fermentace 1-3 dny 5 dnt 4-5 dnt
Chut Slabé& ¢okoladovd, | Cokoladova Cokoladova,
ofechova vyrazné kakaova
Obsah tukil Maly Vysoky Stfedni
Hmotnost bobt 85 9 91
(v g/100 bobur)

2.1.3 Vyroba samotné ¢okolady

Vyroba ¢okolady zahrnuje nékolik fyzikalnich a chemickych procest, které vyzaduji etné
technologické operace a Kk dosaZeni pozadovanych senzorickych vlastnosti a kvality se
ptidavaji rizné ingredience. Takto vytvofeny produkt je komplexni emulze, kterou lze
transformovat na pevny produkt. Jedna se o polotuhou suspenzi jemnych pevnych ¢astic z
cukru, kakaa a suSen¢ho mléka (v zavislosti na typu cokolady), celkem asi 70 % v
kontinualni tukové fazi, vétSinou z kakaového mésla. Celosvétova obliba cokolady prameni
z toho, Ze je povazovana za luxusni potravinu, ktera pfi konzumaci vyvolava fadu podnéta,
které aktivuji centra potéSeni v lidském mozku. Tyto podnéty poskytuji obecny pocit
spokojenosti, Stésti, radosti a v nékterych ptipadech 1 sexualni stimulace.

Ustiednim bodem hodnoceni kvality ¢okolady je jeji spravné chovani pii dané teploté, pii
okolni teploté ziistava v pevném stavu a po vlozeni do st se puisobenim ustni sliznice a
zvySené teploty roztavi a my mizeme zhodnotit jeji texturu. Dilezitou vlastnosti cokolady

je distribuce velikosti ¢astic a distribuce jednotlivych ingredienci, to v§e formuje reologické



chovani ¢okolady a jeji senzorické vnimani [13]. Kvalita ¢okolady se neustale zlepSuje diky

vylepSenému a transparentnéj$imu fizeni dodavatelského fetézce, strategii Slechténi odrad

kakaa, novym technologiim vyvoje produktt, vyvoji specializovanych produkti prémiové

kvality a diky lepsimu porozuméni kvality procesu a produktu.

Obrazek 1 Vyroba cokolady po jednotlivych krocich, upraveno z [1]

Ingredience se v mixeru michaji

Zaveérecny vyvoj chuti a

s dobou michani 4-24 h.

Nejstabilné;si krystalova
forma kakaového masla je
forma V viz zahfivani a

(udrzovano pii 35 °C).

cukr, kakaovy liker,
kakaoveé maslo, michani do husté pasty.
susene mléko jako
prasek @ ﬂ
ZmensSeni velikosti ¢astic
rafinace pomoci 2,3 ¢i 5 valcu.
pridavek konsovani
zbylych
ingredienci: | suché kongovani viskozity vzorku
povrchové . suche konsovani
aktivnich latek
a kakaoveého
masla ﬂ
temperace i ,
chlazeni systému
obalovani odlévani polévani
baleni

pozn. a) susené odstfedéné mléko se pouziva pouze pii vyrobé mlécné cokolady



Riizné procesy vyroby cokolady maji nékteré spoleéné kroky: 1. michani, 2. rafinace,
3.konsovani cokoladové pasty, 4. temperovani a krystalizace lipidu, 5. odlévani a
modelovani, 6. chlazeni a vyjimani z formy a 7. obalovadni a zabalovani.

Hledanym vysledkem je hladkéd textura cokolady, ktera je povazovéna za zadouci v
modernim cukraistvi, a hlavn¢ eliminace oralnich vjema krupice. Primarni kategorie
cokolady jsou horka, mlécna a bila, tyto kategorie se lisi obsahem kakaové susiny, mlé¢ného
tuku a kakaového masla. Vysledkem je rizny pomér sacharidu, tuki a bilkovin. Schématicky

proces vyroby ¢okolady je znazornén na obrazku 1. [1]

Rafinace

Rafinace ¢okolady je velice dilezity krok pro vznik hladké textury ¢okolady, coz je v
modernich ¢okoladovych cukrovinkach Zadouci. Smés cukru, kakaového likéru (a mlécné
suSiny v zavislosti na typu cokolady) pfi celkovém obsahu tuku 8-24 % je zjemnéna na
velikost ¢astic <30 um pomoci kombinace dvou a nasledné péti valcovych rafinéri. Kone¢na

velikost ¢astic rozhodujicim zptsobem ovliviiuje reologické a senzorické vlastnosti. [1]

KonSovani

Konsovani je povazovano za kone¢nou operaci pii vyrobé ¢okolady, at’ uz mlééné ¢i hotké.
Jde o zakladni proces, ktery prispiva k upravé viskozity, kone¢né textury a chuti. Provadi se
michanim cokolady pfi teploté€ vyssi nez 50 °C po dobu nekolika hodin. V pocatecnich fazich
je vlhkost snizena odstranénim urcitych nezadoucich chutové aktivnich tékavych latek, jako
je napft. kyselina octova, a nasledné€ jsou podporovany interakce mezi disperzni fazi. Navic
proces konsovani podporuje rozvoj chut'ového profilu v disledku prodlouzeného michani za
zvySenych teplot, to dodava castecné karamelizovanou piichut’ v nemlééné drobené
cokoladé. Proces také napomaha sniZeni viskozity rafina¢ni pasty béhem procesu a zmenseni
velikosti ¢astic.

Doba konsovani a teploty se obvykle li§i: Pro mléénou strouhanku je to 10-16 h pii 49-
52 °C, u susenych mlé¢nych vyrobku je to 16-24 h pii teploté do 60 °C a u hotkych ¢okolad
je to 16-24 h od teploty 70-82 °C. Pokud se nahradi plnotucny mlécny prasek za odstredény
mlécny prasek a maslovy tuk, miize se pracovat pii teploté do 70 °C. Aby ¢okolada ziskala
vhodnou viskozitu (byla kapalnéjsi), 1ze ptidat dalsi podil kakaového masla a lecitinu, ale az

ke konci michani pfed tempera¢nim krokem. [1]



Temperovani a krystalizace lipidi

Temperovani zahrnuje pfedkrystalizaci malého podilu triglyceridii, pficemz krystaly tvofi
jadra (celkem 1-3 %) pro zbyvajici lipidy k pfeorientovani do spravné formy. Temperovani
ma Ctyti klicové kroky: 1. zavérené roztaveni (pii 50 °C), 2. ochlazeni na bod krystalizace
(pti 32 °C), 3. krystalizace (pfi 27 °C) a 4. konverze jakychkoliv nestabilnich krystald pii
teploté 29-31 °C.

Temperovaci sekvence zalezi na pouzité receptuie, pouzitém vybaveni a kone¢ném cili,
kterého chce vyrobce cokolady dosdhnout. Pfed pouzitim temperovacich strojii byvala
¢okolada ruéné temperovana, tuto metodu stale ob¢as pouzivaji mali vyrobci ¢okolady (na
vybrousenych mramorovych deskach).

Dobie temperovana ¢okolada bude mit tyto vlastnosti: spravny tvar, barvu, lesk, smrsténi
z formy, lepsi kontrolu hmotnosti, bude tvrdsi, stabilngjsi a odoInéjsi viuci teplu (méné otiskl

prsti béhem baleni) a bude mit delsi trvanlivost. [1]

2.2 Legislativa tykajici se cokolady
V této kapitole je uvedeny piehled zakladni legislativy, kterd se ptimo poji S ¢okoladou a

kakaem.

2.2.1 Vyhlaska ¢. 76/2003 Sb.

Touto vyhlaskou se stanovuji pozadavky na ptirodni sladidla, med, cukrovinky, kakaovy
prasek a smési kakaa s cukrem, ¢okoladu a ¢okoladové bonbony. Dale vyhlaska definuje
zakladni pojmy, které se tykaji ¢okolady, napf. kakaovy bob, kakaové maslo, kakaovy
praSek, smési kakaa s cukrem, ¢okolada, bild ¢okoldda, mlé¢na cokolada, hotka ¢okolada,
plnéna Cokolada, cokolddovy bonbon aj. Pro tcely diplomové prace jsou diilezité definice
hotké, mlécné a bilé cokolady.

Hotka ¢okolada je potravina vyrobena z kakaovych soucasti, ptirodnich sladidel, sladidel
nebo jejich kombinaci (dale jen ,sladidel), pifidatnych latek nebo latek urcenych k
aromatizaci, poptipadé¢ z dalSich slozek, a ktera vyhovuje pozadavkiim uvedenym v tabulce
Il. Mlécna Cokolada je potravina vyrobena z kakaovych soucésti, sladidel, mléka nebo
mlécnych vyrobku, poptipadé z dalSich slozek, a kterd vyhovuje pozadavkiim uvedenym
v tabulce Il. Bila ¢okolada je potravina vyrobena z kakaového masla, mléka nebo mlé¢nych
vyrobki, sladidel, poptipad¢ z dalSich slozek, a ktera vyhovuje pozadavkim uvedenym

v tabulce Il.



V oddile 5 § 21 ,,OznacCovani* vyhlaska dale definuje pravidla pro oznacovani cokolady,
napt.: dle § 21 odst. 1a): V nazvu ¢okolad se uvede druh, popt. skupina, dle § 21 odst. 1b):
V nazvu ¢okolad se uvede nazev slozky, ktera vyrobek charakterizuje, napt. mandle, liskové
ofechy, susené ovoce aj., pokud byla slozka pouzita. Dle § 21 odst. 9): Vyssi jakost vyrobku
cokolada (hotka cokolada), mlécna cokolada a ¢okoladové polevy z téchto cokoldd miize
byt na obalu vhodn¢ vyjadiena napiiklad slovy ,.extra®, ,,vysoka jakost* apod. a doplnéna
popisem nebo informacemi o piisluSnych jakostnich parametrech, a to za podminky, ze a)
cokolada (hotké ¢okolada) obsahuje nejméné 43 % celkové kakaové suSiny a nejméné 26 %
kakaového masla, b) mlécna ¢okoldda obsahuje nejméné 30 % celkové kakaové suSiny a
nejméné 18 % mlécné susiny a nejméné 4,5 % mlééného tuku v mlécné susing, ziskané ze
zahus$téného nebo susené¢ho plnotuéného mléka, polotucného nebo odstiedéného mléka,
smetany nebo zahusténé, piipadné suSené¢ smetany, masla nebo mlécného tuku, c)
cokoladova poleva obsahuje nejméné 16 % tukuprosté kakaové suSiny.

Vyhlaska dale obsahuje pozadavky na jakost ¢okolady a ¢okoladovych bonbon, fyzikalni
a chemické pozadavky na jakost jsou pichledné uvedeny v tabulce Il (adaje pievzaty z
Tabulky 1 - Fyzikalni a chemické pozadavky na jakost, Piilohy ¢. 9 k vyhlasce ¢. 76/2003
Sh.).

Tabulka 1l Fyzikdlni a chemické pozZadavky na jakost, hodnoty jsou v hmotnostnich %,

vztazenych na suSinu, upraveno z [14]

Obsah Obsah Obsah Obsah Obsah | Obsah
Druh kakaového | tukoprosté | celkové | mlééného | celkového | mlécné
masla kakaové | kakaové tuku tuku suSiny
suSiny suSiny
Hoika ¢. 18 14 35 - - -
Mlécna &. - 2,5 25 3,5 25 14
Bila ¢. 20 - - 35 - 14

Vedle kakaového masla 1ze do hotké ¢okolady, mlécné Cokolady, bilé cokolady pridavat
jiné rostlinné tuky uvedené v ptiloze ¢. 10 vyhlasky; jejich podil vSak dle § 22 odst. 2): nesmi
byt vyssinez 5 % ve vyrobku po odecteni celkové hmotnosti vSech pouZitych jinych jedlych
sloZek a nesmi byt snizen minimélni obsah kakaového masla nebo celkové kakaové susiny.

Do hotké ¢okolady, mlécné ¢okolady a bilé cokolady, mohou byt ptidany jen takové latky

urcené k aromatizaci, které¢ nenapodobuji chut’ ¢okolady nebo mlé¢ného tuku.



Do vSech druhii ¢okolad podle ptilohy €. 8 a ¢okoladovych bonbont je zakézano ptidavat
a) zivocisné tuky, které nepochazeji vyhradné z mléka, b) mouky, granulované nebo
praskové skroby.

Dle § 22 odst. 6) se vypocet procentickych podilti stanovenych slozek a jejich hodnot v
c¢okoladovych vyrobcich provadi timto zpisobem: a) procenticky obsah stanovenych slozek
ve vyrobcich hoikd ¢okoldda, mlééna cokolada a bila cokoldda se vypocte po odecteni
hmotnosti ptidanych jedlych slozek, b) u vyrobki ¢okolada plnénd a ¢okoladové bonbony
se procenticky obsah stanovenych slozek vypocte po odecteni hmotnosti piidanych jedlych
slozek a hmotnosti népln¢, c) procenticky obsah pouzit¢ho druhu cokolady u vyrobku
uvedenych v pismenu b) se vypocte ve vztahu k celkové hmotnosti kone¢ného vyrobku,

véetné naplné. [14]

2.2.2 Zakon €. 110/1997 Sb., o potravinach a tabakovych vyrobcich

Dle § 9 odst. 2): Pokud se jedna o balenou potravinu, uvede provozovatel potravinaiského
podniku pfi uvadéni potraviny na trh oznaceni $arze na obal potraviny nebo na etiketu, ktera
je k nému pfipojena.

Dle § 9 odst. 4): Povinnost oznacit potravinu oznafenim $arze se nevztahuje na obaly,

jejichz nejvétsi plocha je mensi nez 10 cm?. [15]

2.2.3 Narizeni komise (ES) ¢. 1881/2006

Toto nafizeni je pro Ucely diplomové prace velice dilezité, protoze stanovuje limity pro
kadmium v riznych druzich ¢okolad (bila, mlé¢na, hoika) a v kakau. Limity pro jednotlivé
produkty pievzaté z oddilu 3: Kovy Pfilohy ,,Maximalni limity n€kterych kontaminujicich

latek v potravinach® k tomuto nafizeni jsou piehledné uvedeny v tabulce ¢islo I11. [16]

Tabulka 111 Limity pro Cd v cokolddeé a v kakau [16]

Druh produktu Cd [mg-kg?]
Miécna ¢okolada s obs. kakaové susiny <30 % 0,10
Cokolada s obs. kakaové susiny 30-50 % 0,30
Cokolada s obs. kakaové susiny >50 % 0,80
Kakaovy prasek prodavany koneénému spotiebiteli 0,60

pozn. maximalni limity pro kadmium v mg-kg? se vztahuji k erstvé hmotnosti



2.3 Stanoveni kovu

V ¢okoladé se budou stanovovat nasledujici kovy: As, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mg, Mn, Ni, Pb

a Zn. V nasledujici kapitole bude ke kazdému kovu uvedeno nékolik zakladnich informaci.

Arsen

V potravinach existuje asi 50 riznych sloucenin arsenu. Arsen je blahodarny pro dobré
zdravi a zdravy zivotni styl. Jde o tzv. ultra stopovy prvek, ktery je nutny pro ¢ervenou fasu,
savce a ¢lovéka. Velice dilezité je stanoveni anorganického arsenu (As'' + AsY), protoze
anorganicky arsen je oproti organickému vysoce toxicky. Anorganicky arsen a jeho
slouCeniny jsou po vstupu do potravniho fetézce postupné metabolizovany procesem
metylace. Nedostatek arsenu miize zpusobit zpomaleny rdst. Nékteré druhy bakterii
vyuzivaji slouceniny arsenu jako dychaci metabolity. Mnoho slou¢enin arsenu, napt. AsHs,
As>03, K3sAsOs a NasAsOs jsou uznany jako karcinogeny, teratogeny a mutageny. S vysokou
toxicitou arsenu je spojovana vysoka afinita oxidii As''"' k thioltim (—SH skupina, aktivni ¢4st
mnoha enzymil). Piitomnost arsenu Vv pitné vodé (AsOs * a AsO4 %) zpiisobuje nemoc tzv.
arsenozu. Doporucena denni davka arsenu je 0,04-1,40 mg, toxicka davka je 5-50 mg a

smrtici davka je 50-340 mg. [17-20]

Kadmium

Kadmium je pro mnoho organisml vcetné zvifat a clov€ka neesencialni a toxicky kov.
Schopnost kadmia interagovat s thiolovou (—SH) funk¢ni skupinou ve struktufe enzymt ma
za nasledek nedostatek esencialnich prvku, kvili jejich ,,soutézivosti* na aktivnich mistech
Vv biologicky dulezitych molekulach. Pfijem kadmia savci a ¢lovékem probiha hlavné
pozitim, mnohem méné dychanim, kadmium se kumuluje v ledvinach a jatrech. Kadmium a
jeho slouceniny jsou uznané karcinogeny a jsou také nebezpetné pro Zivotni prostiedi.
Dlouhodobé vystaveni kadmiu z kontaminovaného jidla a vody miiZe mit za nasledek vznik
rakoviny prsu, aterosklerézy a hypertenze, posledni dvé nemoci mohou vést ke
kardiovaskularnim onemocnénim. Doporuceny denni piijem kadmia je 0,012-0,150 mg,

toxicka davka je 3-330 mg a smrtici davka je 1,5-9,0 g. [17-20]



Kobalt

Kobalt je esencialni prvek pro vSechny Zivé organismy, je soucasti vitaminu B2 a v jeho
formé je nutny pro vSechna vyssi zvitata a ¢lovéka. Kobalt v anorganické formé je nutrient
pro bakterie, houby a fasy. I kdyZ potiebné mnozstvi kobaltu je velice malé, jeho nedostatek
zpusobuje zhoubnou chudokrevnost. Na druhé strané jeho nadbytecné uzivani je mnohem
uznanym karcinogenem. Doporucena denni davka je 40-50 pg, toxicka davka je 500 mg a
smrtici davka je 20 g. [17-20]

Chrom

Chrom neni esencialnim prvkem pro rostliny, ale pro zvifata a ¢lovéka ano. V jejich
organismu plni dilezitou roli v glukézovém metabolismu, u nékterych proteint a tuki.
Nedostatecné mnozstvi chromu se projevuje hyperglykémii, ztratou hmotnosti, ataxii a
neuropatii perifernich nervii. Jako doplngk stravy je sporny hlavné proto, ze ovlivituje funkei
inzulinu. Ve vétsich davkach &i jinych formach miize byt toxicky a karcinogenni. Cr¥! je
V potravinach brani tvorb& Cr¥'. CrV! zpomaluje riist rostlin a miize drazdit kiizi a dychéni,
zpuisobovat ulceraci a rakovinu plic. Doporucend denni davka je 10-100 pg, toxicka davka

je 200 mg a smrtici davka je >3 g. [17-20]

Méd’

Méd plni v zivych organismech diileZitou fyziologickou a metabolickou funkci. U lidi vede
nedostatek médi k anémii, poruse nervového a obéhového systému. Vysoké davky médi
vedou K poskozeni jater, ledvin, mozkové tkané a koronarnich cév. Stanoveni oxidac¢nich
stavii médi v ofiScich, seminkdch, kakau a v tkdnich motskych Zivocichii ukazuje, Ze
pievazujici oxida¢ni stav médi je v drtivé vétsing ptipadi Cu'. Doporucena denni davka médi

je 3 mg a toxicka davka je 250 mg. [17-20]

Zelezo

Zelezo tvoii komplexy s molekularnim kyslikem v hemoglobinu a myoglobinu, také
napomaha mnohym dilezitym redoxnim enzymim pii bunééném dychéni a obecné
oxida¢né-redukénim procestim v télech zivocichi a v rostlinach. Proteiny Zeleza se vyskytuji
ve vSech zivych organismech. Tvoii klastry Zeleza a siry, které jsou vSudy prostupujici a

zahrnuji nitrogendzu a enzymy zodpovédné za biologickou fixaci dusiku. Pfiznaky
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nedostatku Zeleza jsou anémie, zanétlivé procesy a nachylnosti k parazitdzam. Akutni
predavkovani zelezem se projevuje korozi zaludecni a stievni sliznice, cévni dilataci,
selhanim srdce a odumiranim jaternich bun¢k, které mize vést az k selhani jater, krvéaceni,
poskozeni centralniho nervového systému, ledvin, erytropoéze, a dokonce i ke smrti.
Doporucena denni davka Zeleza je 13-18 mg, toxicka davka je 200 mg a smrtici davka je

12,6-21,0 g. [17-20]

Hoi¢ik

Hoi¢ik je biogenni prvek, ktery potiebuji rostliny, zvifata i lidé. Tvoii zaklad chlorofyli, a
tedy hraje zasadni roli v procesech fotosyntézy. Nedostate¢ny piijem hotéiku u ¢loveka je
spojen napt. s nervosvalovou drazdivosti, srde¢ni arytmii a zvySenym svalovym napé&tim.
Nizka mnozstvi hoi¢iku v lidském téle vedou k rozvoji cukrovky, astmatu a osteoporozy,
hot¢ik neni toxicky prvek, ale vyssi davky mohou vést k prijmam. Historicky se vyuzival
k 1é¢bé mnoha nemoci. Doporu¢eny denni piijem je 250-300 mg a toxicka davka je mnozstvi

ptes 2,5 g. [17-20]

Mangan

Mangan je esencidlni prvek pro vSechny zivé organismy. U rostlin je dilezity pfi
fotosyntetické evoluci kysliku v chloroplastech rostlin. U zvitat a rostlin funguje jako
kofaktor pro mnoho enzym. Pfiznaky nedostatku manganu jsou dermatitida, epilepsie,
osteoporéza a cukrovka. Slouceniny manganu maji nizkou toxicitu, otrava narusuje

motorické a poznivaci dovednosti. Slou¢eniny MnV"

maji vyssi toxicitu nez slouceniny
Mn'!. Silné oxidaéni vlastnosti vedou k odumirani sliznice, jen mald mnozstvi manganistanu
jsou absorbovéna ve stfevech, ale i tyto mnoZstvi maji zdvazné ti€inky na ledviny, jatra, plice
a rozmnozovaci organy. Doporucend denni davka je 2,7-3,7 mg, toxické davka je 10-20 mg

a smrtici davka je 10 g. [17-20]

Nikl

Nikl hraje vyznamnou roli v biologii mikroorganismli a rostlin. Enzymy n¢kterych
mikroorganismd, rostlin a zvitat obsahuji nikl jako centralni atom, v této forme je pro né€ kov
esencialni nutrient. Nedostatek niklu zpiisobuje snizeni koncentrace hemoglobinu a naruseni
funkce jater u zvitat a lidi. Nikl je alergen, ktery zptusobuje kozni zanét. Pary a prach NiS a

dalsich sloucenin niklu jsou karcinogenni. Tetrakarbonyl niklu [Ni(CO)s] je extrémné
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toxicky a na vzduchu vybu$ny. Doporucend denni dadvka niklu je 300 pg a toxicka davka je

50 mg (u mysi). [17-20]

Olovo

Olovo nema biologickou roli. Po poziti je olovo vysoce toxicky kov, méné nebezpecny je
pfi koznim kontaktu. Pozité olovo postupuje v téle bez toho, aby bylo absorbované. Skoro
vSechno nadychané olovo je absorbované do krevni plazmy a bun¢k. Olovo prochazi pies
krevné-mozkovou bariéru do nervového systému a kumuluje se v jemné tkani a kostech.
Ovliviwyje stieva, centralni nervovy systém, kardiovaskularni a imunitni systém. Intoxikace
olovem muiZe zptisobit encefalopatii, ataxii, koma a kiece. Expozice velkého mnozstvi olova
vede Kk tézkému poskozeni mozku, ledvin a ke smrti. Olovo a jeho slouceniny (hlavné
rozpustné soli a silné oxidanty PbO2) jsou Skodlivé hlavné pro Zeny kviili vysoké toxicité na
plod ditéte. Slouceniny olova mohou zplsobit rakoviny Zzaludku, ledvin a plic. Doporuceny

denni pfijem olova je 0,06-0,50 mg, toxicka davka je 1 mg a smrtici davka je 10 g. [17-20]

Zinek

Zinek hraje veledileZitou roli ve vSech Zivych systémech od bakterii aZ k ¢loveéku. Jedna
se 0 esencialni stopovy prvek, ktery je nutny pro rostliny, zvifata a mikroorganismy.
Mizeme ho najit v proteinech a vSech enzymovych tiidach. Clovék potiebuje zinek ke
spravnému rastu, vyvoji a reprodukci, zinek dale hraje roli v metabolismu RNA a DNA,
transdukci signdlu a genové expresi. Také reguluje apoptéozu (jeden z hlavnich typh
programované bunécné smrti). Nedostatek zinku je spojovan s mnoha nemocemi. U déti
zpusobuje zpomaleny rist, zpomaluje sexualni dospivani, zvySuje §anci na infekci a prijem.
Oxidy zinku, jeho acetaty a glukonaty jsou souc¢asti mnohych vitaminovych a mineralnich
doplikt stravy. Zinek ma antioxidacni vlastnosti, které zpomaluji starnuti klize a svall a
které pomahaji zrychlit proces hojeni ran. Celkova toxicita zinku a jeho sloucenin je nizka,
pfehnand konzumace zinku miiZe zpisobit ataxii, letargii a nedostatek médi a Zeleza.
Doporucend denni davka zinku je 8-14 mg, toxicka davka je 150-600 mg a smrtici davka je
6g.[17-20]

2.4 Vhodné metody pro stanoveni kovii

V analytické praxi existuje mnoho metod pro stanoveni kovil v riznych rozmanitych

matricich vzorku od spektralnich metod az po metody elektroanalytické. Metoda AAS se
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vyuzivaji pro rozmanité druhy matric od biologickych vzorkl pro zdravotnické ucely az po
vzorky pro hodnoceni stavu Zivotniho prostfedi. Vyhoda AAS spoc¢iva v jednoduchosti této
metody (zejména F-AAS), vysoké selektivit¢é a dobré provozni a cenové dostupnosti.
Nevyhodou je vy$si LOD, pro metodu ET-AAS je LOD o 2-3 fady niz$i oproti F-AAS.
Metoda ET-AAS ale vyzaduje zkuSenost obsluhy. Dal§imi analytickymi metodami jsou ICP-
OES a ICP-MS. Vyhodami téchto metod jsou moznosti simultanni analyzy, pfi niz se
analyzuje vice prvki najednou a vynikajici metrologické parametry: LOD, preciznost,
stabilita a LDR. Nevyhodu piedstavuji pomérné vysoké potfizovaci a provozni néklady.

Kromé¢ spektralnich metod jsou velice rozsifené metody elektroanalyticke, protoze jsou
rychlé, levné a maji nizké LOD. Jednou z elektroanalytickych metod, kterd ma nizké LOD
pro stopovou analyzu kovi je obecné anodicka rozpoustéci voltametrie (ASV). Princip
elektroanalytickych metod spociva v méfeni zavislosti elektrochemického chovani roztoku
na jeho slozeni ¢i koncentraci. Skrze elektrody se zprostfedkuje spojeni mezi roztokem a
méficim piistrojem, ktery sleduje vhodnou elektrickou veli¢inu (proud I, potencial E,
vodivost G, elektricky naboj Q ¢i kapacitu C). Ve védecké praci [21] autofi stanovovali vedle
sebe Cd, Cu a Pb ve 14 vzorcich ¢okolad o riznych procentualnich mnozstvich kakaa (28-
100 %) pomoci ¢tvercové anodické rozpoustéci voltametrie. Stanoveni Cd bylo u vSech
vzorktl ¢okolady pod LOD, mnozstvi Cu bylo v rozsahu od 4,30 do 138 mg-kg™ a mnozstvi
Pb bylo v rozsahu od 0,83 do 27,9 mg-kg. Vypoé&itané LOD pro Cd, Cu a Pb byly 0,089;
0,059 a 0,018 mg-kg™.

V této diplomové praci budou stanoveny obsahy kovi pomoci metod AAS a ICP-MS, proto

bude v nasledujicim textu témto metodam vénovana zvysena pozornost. [22-24]

2.5 Atomova absorpcni spektrometrie

Atomova absorpcni spektrometrie (AAS) vyuziva jako analytickou vlastnost absorpci
zéfeni volnymi atomy sledovaného prvku. Ubytek primarniho zafeni ze zdroje zafeni
(vybojka s dutou katodou i superlampa) je mirou koncentrace volnych atomt prvku, ktery

zareni absorboval. Blokové schéma metody AAS je znazornéno na obrazku 2. [22-24]
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Obrazek 2 Blokové schéma AAS [25]

Carovy zdroj " ] || Zzpracovani
Saten —  atomizator monochromator detektor signélu

vzorek

2.5.1 Plamenova atomova absorpc¢ni spektrometrie

Nejstarsim druhem atomizace je atomizace v plameni. Jejim principem je ptevedeni
roztoku na aerosol ve zmlzovaci a zavadéni tohoto aerosolu do laminarn¢ predmichaného
plamene. VVzorek se zmlzi ve zmlzovaci, vznikly aerosol narazi na tzv. zmlzovaci kulicku,
kde dojde iner¢nim zachytem k odstranéni kapek piesahujicich uritou velikost a dale je
aerosol smichan se smési oxidovadla a paliva. Cely tento proces se odehravd v mlzné
komofte, ktera je vyrobena z inertniho materialu (teflon, polypropylen). Tento cely proces je
znazornén na obrazku 3. Rychlost proudéni stérbinou hotaku ptitom musi byt 2-3x vyssi nez
rychlost hofeni.

Pro zmlZzovani se v AAS nejCastéji pouziva pneumaticky zmlzovaé, ktery je cenoveé
nejpiijatelnéjsi, ma ale nizs§i uc¢innost zmlzovani (5-15 %), ktera je navic vyrazné zavisla na
viskozité vzorku. Tyto zmlzovace jsou vyrabény z chemicky odolnych materialti (plast,

titan, slitiny Pt/Ir). Pro praci s kyselinou fluorovodikovou je sklenéna kulicka nahrazena

korundovou nebo plastovou. [22-24]
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Obrazek 3 Podrobny popis plamenového atomizatoru, upraveno z [26]

laminarné
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Hofaky jsou konstruovany jako §térbinové, u novéjsich spektrometri vzdy pouze s jednou
Sté€rbinou a jsou vyrobeny bud’ z nerezu nebo 1épe z titanu. Jako palivo se nej€astéji pouziva
acetylen. Oxidovadlem je vzduch nebo oxid dusny. Piehled nejéastéji pouzivanych plament

a dosahovanych teplot v plameni uvadi tabulka V. [22-24]
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Tabulka 1V Charakteristiky bézné pouzivanych typu plamenii [23]

plamen Stechiometrickd | Maximalni | Zapalna Maximalni teplota [K]
reakce rychlost | teplota
palivo | oxidovadlo hofeni [K] vypoctena | experimentalni
[m-s1]
Cz2Hz vzduch C2H2+5/202+ 1,58 623 2523 2500
10N2=2CO.+
H20+10N;
C2oH2 N20 C2H2+5N20 = 1,6 - 3152 2990
2C0O2+H0+
SN2

V zavislosti na typu plamene jsou pouzivany ruzné typy hotakt, pro plamen acetylen-
vzduch miva hofak délku §térbiny 100 mm a pro plamen acetylen-oxid dusny 50 mm. Stejné
délky byvaji i U univerzalnich hotaki, které se hodi pro oba typy plamene, maji ale nizsi
citlivost pro plamen acetylen-vzduch.

Plamen se sklada z n¢kolika vyrazné ohrani¢enych oblasti, jak je vidét na obrazku 4.

Obrazek 4 Teplotni zoény plamene, upraveno z [27]

sekundarni reakéni zona
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smes oxidovadla a paliva
vytvoii predehfivaci zénu
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Tésné nad Sté€rbinou hotaku se nachazi tenka predehiivaci zona (0,01-0,1 mm), v niz se plyny
zahtivaji na zapalnou teplotu. Na tuto zonu navazuje primarni reakéni zona, ve které dochazi
k hoteni a ke komplikovanym radikdlovym reakcim, které jsou zdrojem intenzivni
molekularni emise. Tato zona ma normalni Sitku okolo 0,1 mm, ale vyrazné se zvétSuje pri
nadbytku paliva (tzv. bohaty plamen). Na primarni zénu navazuje mezireak¢ni zona, ktera
je pozorovatelna pouze u uhlovodikovych plamend. Tato zona neni jesté ovlivnéna kyslikem
Z okolni atmosféry, ale je v ni jiz nedostatek oxidovadla, které se spotfebovalo v primarni
reakéni zoné. V této zoné nastavaji vyrazné redukcéni podminky, a proto je tato zona
analyticky vyuZzivana pro analyzu prvka tvoficich termicky stabilni oxidy. Nad mezireak¢ni
zonou se vytvaii sekundarni zona, kde dochazi k dohotivani, zptisobenému difuzi kysliku
Z okolni atmosféry.

Z hlediska analytického se nejcastéji vyuziva oblast reakéni zony, pripadné oblast tésné
nad touto zonou. Pro ziskani optimalnich vysledkll je nutné optimalizovat tzv. vysku
pozorovani, tedy misto, kudy prochazi mérny paprsek plamene. Optimalizace se provadi
pomoci méfeni vertikdlniho rozlozeni intenzity absorpce, které se oznacuje jako

tzv. plamenovy profil. [22-24]

2.5.2 Elektrotermicka atomizace

Protoze atomizace v plameni nedosahuje dostatecné nizkych LOD, které by byly potiebné
pro feSeni fady analytickych problémt, napt. analyzy vzorka pro hodnoceni stavu zivotniho
prostiedi nebo analyzy Cistych chemikalii, byly hledany nové zpiisoby atomizace. Jednou
Z moznosti je atomizace vzorku v elektrotermickém atomizatoru.

Elektrotermické atomizatory jsou zafizeni, vyhfivana na potfebnou teplotu pomoci
elektrického proudu, a to bud plsobenim vlozen¢ho napéti (odporové vyhfivané
atomizatory) nebo piisobenim opacnych elektrickych naboji (kapacitné vyhiivang),
eventualné miiZze byt pouzito indukéniho tepla elektromagnetického pole.

Jako materidly atomizatoru se pouZzivaji prevazné rizné modifikace grafitu
(atomizac¢ni teploty do 3000 °C). Pro ochranu atomizatoru pied oxidaci za vyssich teplot,
musi byt pouzita ochranna atmosféra napt. argonu o velmi vysoké ¢istoté 99,995 %. Pro
specidlni pfipady je u modernich zafizeni mozné do ochranné atmosféry
pfidavat tzv. alternativni plyn, ktery mulze v urcité fazi analytického procesu hrat
vyznamnou roli, napf. kyslik pfi spalovani organické matrice vzorku v prubéhu jeho

termické Upravy. [22-24]
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Podle tvaru se elektrotermické atomizatory rozd€luji na tzv. oteviené a uzaviené typy.
V bézné analytické praxi se setkdvame hlavné suzavienymi atomizétory, které maji
pfevazné tvar trubek. Volné §ifeni par je omezovano sténami atomizatoru a doba zdrzeni par
analytu v pozorovaném objemu je tak podstatné vys$i. Vlastni atomizator je podélné
uchycena grafitova trubka s davkovacim otvorem uprostfed. Cést atomizatoru, kam je
davkovan vzorek, se nazyva podlozka vzorku a miize byt nedilnou soucésti atomizatoru,
nebo miize byt vyménna (platforma, sonda, lodicka atd.). Uzaviené atomizatory predstavuji
pomérne masivni zafizeni, které byva chlazeno vodou. U nejmodernéjsich typt je pak vnéjsi
kovovy plast’ dikladné¢ chranén proti korozi a vnéjsi prostor byva kompletné¢ vylozen
grafitem, coz prodluzuje Zzivotnost vlastniho atomizatoru. Prifez typickym uzavienym

atomizatorem Massmanova typu ukazuje obrazek 5. [22-24]

Obrazek 5 Prurez atomizacni hlavici, upraveno z [27]
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Tok ochranného plynu byva rozdélen na vnéjsi tok, ktery chrani atomizator pred oxidaci
kyslikem z vn&j§i atmosféry a vnitini tok, ktery proudi od kraji atomizatoru smérem
doprostied a odchazi ddvkovacim otvorem. Jeho hlavni tlohou je odnos zplodin vznikajicich
Vv pritbéhu atomiza¢niho procesu mimo atomizator.

Diive byly elektrotermické atomizatory vyrdabény pouze z polykrystalického
elektrografitu, ktery je chemicky odolny, mechanicky pevny a snadno dostupny v potfebné
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Cistoté. Jeho nedostatkem je znacna porozita povrchu, ktera umoziuje vsakovani vzorku a
difuzi par vzorku do struktury atomizatoru. Hlavni nevyhodou je v8ak znacna reaktivita
s prvky, které snadno tvofi karbidy (pfipadné karbonitrily, jestlize je pouzivana dusikova
atmosféra). Vznikl¢ karbidy jsou termicky velmi stabilni, takze ptislusny prvek neni mozné
stanovit (Ti, Zr, Hf, Ta, W atd.) nebo je jeho stanoveni komplikované tzv. pamétovymi
efekty a nizkou citlivosti (V, Mo, Ba, Si, P, U a prvky vzacnych zemin). Pamét'ové efekty
jsou zpusobeny nedokonalym odpafenim prvku nebo jeho slouceniny béhem jednoho
atomizacniho cyklu, coZ se projevi zkreslenim signalu v nasledujicich atomizacnich cyklech.
Povrch elektrografitickych atomizatori navic snadno podléha korozi, kterd je zpusobena
sublimaci krystalkti grafitl a oxidaci kyslikem pfitomnym v analyzovanych vzorcich. To
zpusobuje zmény vlastnosti atomizatoru béhem jeho Zivota, zejména zmeény citlivosti
stanoveni, které vyrazné komplikuji provadéni analyz. [22-24]

Pro zlepSeni vlastnosti elektrografitu se jeho povrch potahuje vrstvou pyrolytického uhliku.
Vrstva je prakticky neporézni a diky tomu, ze acenové vrstvy pyrolytického uhliku jsou
orientovany rovnob&zné s povrchem atomizatoru, je vyrazné snizena reaktivita povrchu,
protoze reaktivngj$i uhlik v prizmatickych rovindch se prakticky nedostavd do styku
s roztokem. Diky tomu lze ziskat vysSi signdly pro prvky tvotici karbidy a snizuji se
pamétové efekty. Piesto atomizatory s takto upravenym povrchem zpravidla nevykazuji
podstatné prodlouzeni zivotnosti, zvIasté v pritomnosti nékterych latek, jako je NH4NOs3,
NaNO3z, HCIOa, AICI3, H2SO4, H202. Jestlize totiz dojde k prokorodovani relativné tenké
pyrolytické vrstvy, dochazi k rapidni zmén¢ vlastnosti atomizatoru. Pro odstranéni téchto
problémi jsou vyrabény tzv. TPC atomizatory, které jsou celé vyrobeny z pyrolytického
uhliku. Pfestoze vykazuji podstatné prodlouzeni Zivotnosti, jejich Sirokému rozsifeni brani
masivni vrstvy pyrolytického uhliku. Ty vykazuji velmi dlouhou Zivotnost pfi pfijatelné cené
(napft. 4000 tzv. odpalt pti stanoveni Mn v moiské vode). [22-24]

Dalsi nevyhodou grafitovych atomizatori je omezeni maximalni rychlosti ohfevu
atomizatoru. Ta je ddna pomérné znacnym mérnym elektrickym odporem, takze pro vysoké
rychlosti ohfevu by byly potiebné piilis velké piikony. Dal§im omezujicim faktorem je
poréznost grafitu, kdy tepelna expanze plynti v pérech materidlu pti vysokych rychlostech
ohfevu zplsobi mechanickou destrukci atomizatoru. U b&znych komerénich grafitovych

atomizatorti je maximalni pouzivana rychlost 2000 K-s1. [22-24]
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2.5.3 Interference matrice

Interferenci matrice rozumime efekt rozdilné velikosti signalu, kterou ziskame pro stejnou
koncentraci analytu v ¢istém standardu a za pfitomnosti doprovodnych slozek. Interference
mohou zptsobovat jak zvySeni, tak i snizeni signalu. Pro popis interferenci je vyhodné
provést jejich zakladni ¢lenéni podle mechanismu vzniku interference. Jestlize je interferent
znam, muzeme sestrojit tzv. interferencni kiivku, coz je zavislost hodnoty absorbance (pro
konstantni obsah analytu) na koncentraci interferentu. Obecn¢ je mozné fici, Ze interference
se vyrazng&ji uplatiiuji u techniky ET-AAS nez u F-AAS.

Interference matrice rozliSujeme na spektralni a nespektralni, pficemz spektralni

interference jsou zavislé na vinové délce. [22-24]

Spektralni interference

Spektralni interference jsou zptisobeny nedokonalou izolaci absorp¢niho signalu analytu
od absorp¢niho signélu interferentu. Pravé carové interference (piekryv dvou absorpcnich
car) se vyskytuji v AAS jen zfidka a z hlediska praktického nemaji vyznam. Podstatné vice
se Vv praxi uplatiiuje nedostate¢na izolace spravné ¢ary z emisniho spektra vybojky, zejména
u viceprvkovych lamp, kde je nékdy nutné zvolit jinou absorpéni ¢aru.

Mezi spektralni interference patii také absorpce pozadi. Pfi stanoveni vysokych
koncentraci plamenovou technikou je mozné vétSinou absorpci pozadi zanedbat, pii analyze
nizkych koncentraci a pfi analyze s vyuzitim ET-AAS je pouzivani korekce pozadi spise
pravidlem. Spatné provedena korekce pozadi miize piinést jak pozitivni, tak i negativni
chybu. Spravné provedeni korekce souvisi zejména s tim, vykazuje-li pozadi strukturovanou
povahu. V tomto pifipadé je nejvyhodngjsim zplisobem Zeemanovska korekce. Pouzivani
Zeemanovské korekce je mozné v uréitych spektralnich intervalech, ale je omezeno tim, ze
1 pozadi ptislusejici matrici vykazuje Zeemanovskée St€peni (napt. NOx). Nékteré pfistroje
S korekci pomoci kontinualniho zdroje zéfeni, vybavené pouze deuteriovou vybojkou,
mohou mit problémy s korekci nad vinovou délku 340 nm, kde je intenzita zateni deuteriové

vybojky nizka. [22-24]

Nespektralni interference
Mezi nespektralni interference zahrnujeme vSechny ostatni vlivy matrice. Aby se
nespektralni interference mohla projevit, musi byt analyzovany prvek ve vzorku pfitomen.

Roztfidéni nespektralnich interferenci pro F-AAS a ET-AAS shrnuje tabulka V. Z ni
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vyplyva, Ze zakladni déleni je na interference v kondenzované a v plynné fazi. Z hlediska
studia interferenci hraje roli jest¢ rozdéleni na fyzikalni a chemické interference. Pii
sestrojeni interferen¢ni kiivky vykazuji fyzikalni interference monoténni, zpravidla linearni

zavislost, zatimco interference chemické vykazuji nahlé zlomy. [22-24]

Tabulka V Trideni nespektralnich interferenci [23]

F-AAS | ET-AAS
Interference v kondenzované fazi
interference transportu — zmény -zmény rozloZeni analytu na podlozce pii
Vv rychlosti sani a u¢innosti zmlZovani davkovani a suSeni vzorku (zmény
povrchového napéti a viskozity vzorku,
rusivé vlivy vypatrovani kondenzované zmény smacivosti povrchu a nasaklivosti
faze materialu atomiza¢ni podlozky)
- vznikem mén¢ tékavé slouceniny -zmény vznikem snadno tékavé slouceniny
- vznikem t€kavéjsi slouceniny -zmény aktivacni energie pro nasledujici
- disperzi analytu v rusici slozce ptechod do plynné faze
s odliSnou tékavosti
Interference v plynné fazi
posun disocia¢ni rovnovahy posun disocia¢ni rovnovahy
posun ioniza¢ni rovnovahy zmény v rychlosti vystupu analytu
zmény prostorového rozlozeni volnych
atomu v plameni

2.6 Hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem

Vyuziti hmotnostni spektrometrie pro anorganickou prvkovou analyzu nabizi celou fadu
vyhod, pfedev§im velice jednoducha spektra, dostacujici rozliSovaci schopnost a nizké meze
detekce. Idealni iontovy zdroj by mél zarucovat 100 % disociaci vzorku s vysokym vytézkem
iontd a nizkym podilem molekuldrnich fragmenti. Je velice vyhodné pouzivat iontové
zdroje, které pracuji za atmosférického tlaku, jako je indukéné vazané plazma. Hlavni
prednosti této analytické techniky 1ze shrnout do téchto bodt: 1. Velice nizké meze detekce
(ug-1t az ng1?h), v fad¢ ptipadii o dva i tii Fady nizsi nez emisni spektrometrie, 2. Siroky
linearni dynamicky rozsah presahujici az Sest fadli (dnes vyrobci udévaji rozsah 9-10 tadu),
3. hmotnostni spektra prvkii jsou velice jednoducha a jednoznacna, protoze jsou unikatni,
metoda slouzi také k rychlé kvalitativni a semikvantitativni analyze, 4. metoda je schopna
mérit izotopové pomery a umoziuje aplikaci metody izotopového zied’ovani a pouzivani
stalych izotopil jako znackovact. Metoda ICP-MS naSla vyuZiti ve vSech oblastech prvkové
analyzy, od analyz v potravinaistvi, farmacii, biomediciné, environmentalnich oborech,

metalurgii, geologii az po analyzy v primyslu. Kromé stanoveni celkovych obsaht kovu je
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tato metoda také ¢asto pouzivana jako citlivy a selektivni detektor pro tzv. specia¢ni analyzu,
ve kter¢ je ptistroj [CP-MS on-line spojen nejcastéji s HPLC. Ve spojeni s laserovou ablaci

mize také ICP-MS slouzit k citlivé analyze pevnych vzorku. [22,28-30]

2.6.1 Instrumentace

Na obrazku 6 je detailné popsan ptistroj ICP-MS.

Obrazek 6 Schéma ICP-MS, upraveno z [31]
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2.6.2 Princip metody

Vzorek, ktery byva pievazné ve formé roztoku, je ¢erpan nasavaci rychlosti asi 1 ml-min‘?
pomoci peristaltické pumpy do zmlzovace, kde se michanim s inertnim plynem pfeméni
kapalny vzorek na formu aerosolu. Jemné kapicky aerosolu, které predstavuji pouze 1-2 %
objemu vzorku, jsou oddéleny od vétsich kapi¢ek pomoci mlzné komory. Tento jemny
aerosol pak vystupuje z vystupni trubice mlzné komory a je transportovan do plazmové
hlavice prostrednictvim davkovace vzorku. [22,28-30]

Jakmile vzorek vstoupi do zmlZovace, kapalina se rozptyli na jemny aerosol pneumatickym
ptisobenim proudu plynu (asi 1 ml-min™t), kapky se rozbiji na drobné kapky.

ProtoZze plazmovy vyboj neni pfili§ ucinny pii disociaci velkych kapek, funkci mlzné
komory je primarné umoznit vstup do plazmové hlavice pouze malym kapi¢kam. Jejim

sekundarnim c¢elem je vyhlazovat pulsy vznikajici béhem procesu zmlZovani, zejména z
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peristaltického ¢erpadla. NejbéznéjSim typem mlzné komory je dvoupriichodové provedenti,
kde je aerosol ze zmlzovace nasmérovan do centralni trubice po celé délce komory. Kapky
pak putuji po celé¢ délce této trubice, kde velké kapky (o priméru >10 um) vypadnou
gravitaci a vyjdou drenazni trubici na konci rozprasovaci komory. Jemné kapicky (o praméru
<10 um) pak prochéazeji mezi vnéjsi st€nou a centralni trubici, kde nakonec vystupuji z mlzné
komory a jsou transportovany do déavkovace vzorku plazmové hlavice. Zjednodusené
schéma procesu pouziti dvouprichodové mlzné komory je znazornéno na obrazku 7. [22,28-
30]

Obrazek 7 Schéma separace kapek aerosolu v mizné komore, upraveno z [28]
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2.6.3 Vzniku ionta

Aerosol se zmlzné komory pfivede k zakladné plazmové hlavice a tak, jak prochazi
riznymi tepelnymi zénami plazmové hlavice, je aerosol vysuSen, odpafen, atomizovan, a
nakonec ionizovan. Béhem této doby se vzorek transformuje z kapalného aerosolu na pevné
Castice a poté na ionty v plynném stavu. V analytické tepelné zoné plazmové hlavice pii
teplotach 6000-7000 K piedstavuje vzorek elementarni slozeni jako atomy a ionty v

zakladnim stavu. V plazmatu je tedy dostatek energie k odstranéni jednoho nebo vice
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elektroni z jeho orbitalu a k vytvofeni volného iontu. Energie, kterd je dostupna v
argonovém plazmatu, ¢ini asi 15,8 eV, coz je dostatecné vysoka energie k ionizaci vétsiny
prvki uvedenych v periodické tabulce (vétsina prvkt ma prvni ionizacni energii v fadu (4-
12 eV). Pravé toto generovani, transport a detekce obrovského mnozstvi kladné nabitych

iont poskytuje ICP-MS charakteristické ultrastopové detekéni meze. [22,28-30]

2.6.4 Plazmova hlavice

Indukéné vazané plazma je zdaleka nejbéznéjSim typem plazmového zdroje pouzivaného
v dne$nich komer¢nich ICP-MS. Nebylo tomu tak vzdy. V pocateénich dobach vyzkumu
metody, kdyZ se védci pokouseli najit idedlni zdroj plazmatu pro spektrometrické studie,
vyvinuty nékteré dalsi zdroje plazmatu jako napf. stejnosmérné plazma nebo mikrovinné
indukované plazma. [22,28-30]

Obrazek 8 ukazuje podrobné&jsi pohled na plazmovou hlavici a RF civku vzhledem k MS
rozhrani. Plazmova hlavice se sklada ze tii soustfednych trubic, které se bézn¢ vyrabé&ji z
kfemene. Na obrazku 8 jsou znazornény jako vnéjsi trubice, stfedni trubice a davkovac
vzorku. Argon, ktery se pouziva k vytvofeni plazmového plynu, prochazi mezi vngjsi a
stfedni trubici pfi prittoku 12-17 I-min™t. Druhy proud plynu (pomocny plyn) prochazi mezi
stiedni trubici a davkovaéem vzorku rychlosti asi 1 I-min™! a pouziva se ke zméné polohy
baze plazmy vzhledem k trubici a davkovaci. Tteti proud plynu (plyn z rozpraSovace) proudi
rovnéz rychlosti asi 1 I-min? a ptivadi vzorek ve formé aerosolu s jemnymi kapickami
Z mlzné komory. [22,28-30]

Dévkovac vzorku je €asto vyroben z jinych materiali nez kiemen, jako je oxid hlinity nebo
platina, pokud je tfeba analyzovat vysoce korozivni materidly. Plazmova hlavice je obvykle

umisténa vodorovné v RF civce, pfiblizné¢ 10-20 mm od rozhrani. [22,28-30]
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Obrazek 8 Detailni popis ICP hlavice, upraveno z [28]
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2.6.5 Vznik ICP vyboje

ICP vyboj vznika tak, Ze je nejprve tangencialni proud argonu nasmeérovan mezi vnéjsi a
sttedni trubice kiemenného hotdku. Vinuté civka (obvykle médénd) obklopuje horni konec
hotéku a je pfipojend k RF generatoru. Pfi RF nap4jeni (obvykle 750-1500 W, v zavislosti
na vzorku) je pfikon pfiveden na zatézovou civku a uvnitt civky kmita stiidavy proud s
frekvenci odpovidajici frekvenci generatoru. V drtivé vétsSiné ICP generatorti je tato
frekvence bud’ 27 MHz nebo 40 MHz. Tato RF oscilace proudu v civce zpisobuje vznik
intenzivniho elektromagnetického pole, které se vytvoii v horni ¢asti plazmové hlavice.
S argonem, proudicim skrze hlavici je na plyn aplikovana vysokonapétova jiskra, ktera
zpusobi, ze nékteré elektrony jsou vyrazeny z elektronového obalu argonu a vznika Ar".
Tyto elektrony, které jsou zachyceny a urychleny v magnetickém poli, poté interaguji S
Jjinymi atomy argonu, z nichz se vyrazi jesté vice elektronti. Timto kaskadovym efektem pak

vzniké argonové plazma. Krokové formovani plazmové hlavice je znazornéno na obrazku 9.

[22,28-30]
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Obrazek 9 Formovani plazmové hlavice (krokove), upraveno z [28]
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pozn. (a) tangencidlni proud argonu prochdzi mezi vnéjsi a stfedni trubkou kifemenného
hordku, (b) na zaté¢zovou civku je aplikovano vysokofrekvenéni napajeni, které vytvari
intenzivni elektromagnetické pole, (c) vysokonapét'ova jiskra produkuje volné elektrony, (d)
volné elektrony jsou urychlovany RF polem zplsobujici srazky a ionizaci plynného argonu,
(e) ICP se tvofi na otevieném konci kiemenné trubice, vzorek je zaveden do plazmy pies

vzorkovy injektor. [22,28-30]

2.6.6 Rozhrani mezi ICP a MS

Ulohou oblasti rozhrani, je efektivni transport iontdl z plazmatu (pii tlaku 760 torr) do
oblasti hmotnostniho analyzatoru (6-10 torr1). Toho je dosazeno nasmérovanim ionti do
oblasti rozhrani. Rozhrani se sklada ze dvou nebo tfi kovovych kuzeld (v zavislosti na
provedeni) s velmi malymi otvory, které jsou udrzovany ve vakuu (1-2 torrti). Po vytvofeni
iontd v plazmatu prechazeji ionty skrze prvni kuzel, ktery ma otvor o vnitfnim priméru 0,8-
1,2 mm. Nasledné ionty piechazeji skrze druhy kuzel, ktery je obecné mensi a Spicatéjs$i nez
prvni kuzel a ma také mensi otvor (typicky 0,4-0,8 mm). V nékterych provedenich ICP-MS
je instalovan i teti kuzel, ktery se pouziva ke snizeni vakua a poskytuje mensi rozptyl
iontového paprsku. Tyto kuzely jsou obvykle vyrobeny z niklu, ale mohou byt vyrobeny i z

jinych materiald, jako je platina, ktera je mnohem odoln¢;si vii¢i korozivnim kapalinam. Ke
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snizeni ucinka vysokych teplot plazmatu na kuzely je kryt rozhrani chlazeny vodou a je
vyrobeny z materialu, ktery dobte odvadi teplo, jako je méd’ nebo hlinik. Po vystupu z kuzeli

jsou ionty nasmérovany pres iontovou optiku do hmotnostniho analyzatoru. [22,28-30]

2.6.7 lontova optika

Ackoli je detekéni schopnost ICP-MS obecné uznavana jako lepsi nez jakakoli jina
technika atomové spektrometrie, je pravdépodobné nejcitlivéjsi na slozky matrice vzorku.
Zakladni problém spociva v tom, ze ICP-MS je relativné neefektivni — z jednoho milionu
iontll generovanych v plazmatu se pouze jeden dostane do detektoru. Jednim z hlavnich
faktorii pfispivajicich k nizké G€innost je vyssi koncentrace matricovych prvkil ve srovnani
s analytem, coz ma za nasledek rozostfeni ionti a zménu pienosovych charakteristik
iontového paprsku, to muze byt zvlasté zavazné, pokud maji matricové ionty vétsi hmotnost
nez ionty analytu. Ulohou iontového fokusagniho systému je tedy transportovat maximalni
pocet iontl analytu z oblasti rozhrani do hmotnostniho analyzatoru, zatimco se po cesté
eliminuje co nejvétsi pocet interferentt. [22,28-30]

Iontové optika, znazornénd na obrazku 10 je umisténa mezi poslednim kuzelem a
hmotnostnim analyzatorem. Obvykle se sklada z jedné nebo vice elektricky fizenych cocek
udrzovanych ve vakuu (3-10 torrti). Slozkam matrice, jako jsou neutralni ¢astice a fotony je
zabranéno v dosazeni detektoru bud’ pomoci néjakého druhu fyzické piekazky nebo
umisténim hmotnostniho analyzatoru mimo osu vzhledem k iontovému paprsku nebo

elektrostatickému ohybani paprsku iontti 0 90° do hmotnostniho analyzatoru. [22,28-30]

Obrazek 10 lontova optika, upraveno z [28]
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2.6.8 Hmotnostni analyzatory

Ackoli se metoda ICP-MS zacala komer¢né vyuzivat od roku 1983, prvnich 10 let vyvoje
této metody se vyuzivalo k separaci sledovanych iontd tradi¢nich kvadrupodlovych
hmotnostnich analyzatortu. Ty sice fungovaly velmi dobie pro vétSinu aplikaci, ale ukazalo
se, ze vykazuji omezeni pii separaci téch prvki, které maji tendenci tvofit polyatomické
hmotnostnich analyzatord, které rozsifily aplika¢ni rozsah ICP-MS. [22,28-30]

Hmotnostni analyzator je umistén mezi iontovou optikou a detektorem a je udrzovan ve
vakuu (6-10 torr). Za predpokladu, Ze ionty vystupuji z iontové optiky pii optimalni
kinetické energii, jsou ptipraveny k oddé¢leni podle jejich poméru m/z. V zasadé existuji tii
rizné druhy komeréné dostupnych hmotnostnich analyzatorti, které dobie funguji s ICP:
1. kvadrupolové hmotnostni analyzatory, 2. magnetické sektorové analyzdtory s dvojitou
fokusaci, 3. analyzatory doby doletu. Jesté existuje 4. moznost, koliznilreakcéni cela. Ta se
ale k provadéni hromadné separace iontli nepouziva samostatné, ale ve spojeni s n¢jakym
jinym hmotnostnim analyzatorem (vétSinou kvadrupoélem). Toto spojeni je vyhodné pro
snizeni dopadu polyatomarnich spektralnich interferenci. V nasledujici podkapitole je
podrobnéji popsan kvadrupolovy hmotnostni analyzator, ktery byl vyuzit v této diplomové
praci. [22,28-30]

Kvadrupolovy hmotnostni analyzdtor

Systémy zalozené na kvadrupdlech, vyvinuté na pocatku 80. let, predstavuji ptiblizné 90 %
vSech dnes pouzivanych ICP-MS spektrometrii. Kvadrupdl je obvykle slozen ze Ctyf
valcovych nebo hyperbolickych kovovych ty¢i identické délky a praméru. Tyto tyce jsou
vyrobeny z nerezové oceli nebo molybdenu a n€kdy byvaji potazeny keramickym natérem
kvili zvysené odolnosti vici korozi. Pfi pouziti v ICP-MS jsou obvykle 15-25 cm dlouhé,
asi 1 cm siroké a pracuji na frekvenci 2-3 MHz. [22,28-30]
Kvadrupolovy hmotnostni analyzator funguje tak, Ze se vzdy na opaény par ty¢i privadi
stejnosmérny proud (DC) a na druhy par stiidavy proud (AC). Dale se zvoli optimalni pomér
AC/DC na kazdém paru ty¢i a ionty vybraného poméru m/z se nechaji projit ty¢emi do
detektoru, zatimco ostatni ionty jsou nestabilni a neudrzi se v kvadrupdlu. Obrazek 11
ukazuje podrobnéji ptiklad separace iontli médi (m/z = 63). Ostatni ionty riiznych hodnot
m/z budou nestabilni, projdou skrze mezery mezi ty¢emi a budou vypuzeny z kvadrupolu.

Tento skenovaci proces se poté opakuje pro dalsi analyty se zcela odliSnym pomérem m/z,
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dokud nejsou prométeny vSechny analyty. Teoreticka rychlost kvadrupolového skenovani je
obvykle 2500-5000 amu za sekundu a muze pokryt cely hmotnostni rozsah 0—300 amu za
asi 0,1 sekundy. Prakticka rychlost analyzy pti méfeni redlnych vzorki je vS§ak mnohem nizsi
a V praxi je mozno zanalyzovat 25 prvkl s dobrou piesnosti za 2-3 minuty, v zavislosti na
analytickych pozadavcich. Rozliseni kvadrupdlového hmotnostniho analyzatoru je 300-400

(jednotkové). [22,28-30]

Obrazek 11 Priklad separace kationtii medi, upraveno z [28]
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Sektorovy analyzdtor s dvojitou fokusaci a analyzdtor doby doletu (TOF)

V této podkapitole bude velice strucné vysvétlen princip téchto dvou hmotnostnich
analyzatort, a nasledné budou porovnany jejich vyhody a nevyhody oproti kvadrupolovému
hmotnostnimu analyzatoru. [22,28-30]

Hmotnostni analyzator s dvojitou fokusaci se sklada z dvou sektorti: 1. elektrického sektoru
a za 2.z magnetického sektoru. Elektricky sektor separuje ionty podle jejich rozdilné
kinetické energie nezavisle na jejich poméru m/z. Naopak magneticky sektor separuje ionty
podle jejich poméru m/z tim, ze drédha jednoho typu iontl se zakiivi, pficemz vétsi zakiiveni
drahy vykazuji ionty, které maji niz8i hodnotu m/z. To znamena, Ze drdhy tézSich iontl
nebudou vyznamné zakiiveny. Vyhodou takového pfistupu oproti kvadrupolovému

29



hmotnostnimu analyzatoru je vyssi rozliSovaci schopnost okolo 10 000 (oproti 300-400),
nevyhodou je cenova naro¢nost tohoto hmotnostniho analyzatoru.

Zakladni princip analyzatoru doby doletu vyplyva z rovnice, ktera fik4, ze kinetickd energie
iontd je pfimo umérna jejich hmotnosti m a rychlosti v. Pokud je populaci iontl piidélena
stejna kineticka energie urychlovacim napétim, rychlosti jednotlivych ionti budou rtizné, v
zavislosti na jejich hmotnosti. Tento princip se pak pouziva k separaci iontll riznych poméri
m/z v ¢asové oblasti t na pevné vzdalenosti drahy doletu d. Z principu vyplyva, Ze analyzator
doby doletu je schopen naskenovat asi 20 000 spekter za sekundu, coz je asi o tii fady vyssi
rychlost skenovani oproti kvadrupélovému hmotnostnimu analyzatoru. Dalsi velmi
vyznamnou vyhodou oproti kvadrupélovému hmotnostnimu analyzatoru je vyssi rozliSeni
500-2000. Nevyhodou analyzatoru doby doletu je ovSem jeho vysoka pofizovaci cena a
rovnéz jeho neschopnost, separovat nékteré problematické polyatomické interference prave

kvali niz§imu rozliSeni oproti hmotnostnimu analyzatoru s dvojitou fokusaci (500-2000

oproti 10 000). [22,28-30]

2.6.9 Detektory

Nejrozsitengjsi detektory pro ICP-MS jsou elektronovy nasobi¢ pro nizké ¢etnosti poctu
iontl a Faradayova klec pro vysokeé ¢etnosti poctu iontd. VéEtSina ICP-MS, které se pouzivaji
pro ultra stopovou analyzu, pouzivaji detektory, které jsou zaloZeny na diskrétnim
dynodovém elektronovém nasobici. Jsou to velmi sofistikovana G¢inna zatizeni, ktera meéni

zachyceny proud iontti na znasobeny elektricky signal. [22,28-30]

Diskrétni elektronovy ndasobic

Diskrétni dynodovy elektronovy nasobi¢, vyuziva diskrétnich dynod k nasobeni elektront.
Obrazek 12 znédzornuje princip fungovani tohoto zafizeni. Detektor je umistén mimo osu,
aby se minimalizoval Sum na pozadi z rozptyleného zafeni a neutralnich ¢astic pfichazejicich
z plazmatu. KdyZ z kvadrupolu vyleti iont, prochazi zakiivenou cestou a dopadne na prvni
dynodu. Pfi dopadu se emituji sekundarni elektrony. Elektronové-opticka konstrukce
dynody zrychli tyto sekundarni elektrony k dalSi dynod¢, kde se generuje vétS§i mnozZstvi
elektronti. Tento proces se opakuje na kazdé dynod¢ a generuje se elektronovy pulz, ktery je

nakonec zachycen kolektorem nasobice (anodou).
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Obrazek 12 Princip detekce iontit diskrétnim elektronovym nasobic¢em, upraveno z [28]
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Elektronovy nasobi¢ je schopen pracovat ve dvou méficich modech. Pt vyssich
koncentracich analytu ve vzorku neni potieba vyuzivat vS§echny dynody z elektronového

nasobice, tim se prodluzuje Zivotnost detektoru. [22,28-30]

2.6.10 Interference u ICP-MS

ICP-MS trpi dvéma hlavnimi typy interferenci: 1. spektralnimi a 2. nespektralnimi.
Spektralni interference vznikaji v ptipadé¢, kdyz interferujici iont vykazuje stejnou nominalni
hodnotu m/z jako sledovany analyt. Rusivé ionty mohou byt bud’ izotopem jiného prvku
(takovéto ptipady jsou V literatuie dobie popsané, a tudiz snadno feSitelné) nebo vytvorenym
molekularnim iontem z prvka v matrici vzorku, plazmového plynu, vody nebo z unasenych
atmosférickych plynd. Molekularni ionty se nedaji tak snadno eliminovat, protoze se li§i v
zavislosti na povaze matrice vzorku. Mnoho interferenci lze piekonat vybérem
alternativniho izotopu prvku, ktery je bez ruseni, i kdyz mize dojit ke snizeni citlivosti.

Dnes existuji tii zakladni pfistupy k feSeni interferenci: 1. tzv. chladné plazma, 2. vyuziti
koliznich/reakcnich cel, 3. separace podle kinetické energie. [22,28-30]

Mnoho polyatomickych iontli vznikd na rozhrani v disledku sekundarniho vyboje
zpiisobeného kapacitni vazbou mezi plazmatem a uzemnénym rozhranim. Tento vyboj lze
eliminovat provozovanim plazmatu pii nizkém vykonu (typicky 600 W) a upravou plazmové
hlavice vlozenim uzemnéného stinéni, popf. pomoci vysokofrekvencnich civek se
sttedovym nebo prokladanym zavitem. Za téchto podminek tzv. ,,chladného plazmatu* Ize

eliminovat mnoho polyatomickych iontli. Nevyhody, které se tykaji tohoto zptisobu provozu
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plazmatu jsou: 1. plazma je méné robustni a miize trpét vice na nespektralni matricové
interference, 2. chladné plazma podporuje tvorbu oxidu a dalSich zaruvzdornych sloucenin,
takze LOD mnoha zaruvzdornych prvkd mohou byt zvyseny. [22,28-30]

Pristup vyuziti kolizni/reakéni cely, ktera vyznamné sniZuje tvorbu mnoha interferenci
jeste pred tim, nez ionty analytu vstoupi do hmotnostniho analyzatoru, je dalSim zptisobem,
jak eliminovat interference. Existuje maly pocet prvkd, u kterych je zhorSena LOD. Priklady
t&chto interferenci jsou: 1. “°Art®Q* pti stanoveni *°Fe*, 2. 38 ArH* pfi stanoveni *°K*, 3. Ar*
pii stanoveni “°Ca*, 4. Ar*°Ar* pii stanoveni 8Se*, 5. “°Ar®>CI* pti stanoveni "°As*, 6.
OArt2C* pii stanoveni *2Crt, 7. **CI®0* pii stanoveni °*V*. Piistup s vyuzitim chladného
plazmatu byl velmi u¢inny zptsob, jak Gspésné vytesit nékteré z téchto interferenci. Takovy
pfistup se vsak obtizn¢ optimalizuje, je nachylny k intenzivnéjSim ucinkiim matrice a
samotna zména od normalni plazmy k chladné a zpét je casové naroc¢nd. Tato potiz vedla
k vyvoji  koliznich/reak¢énich cel. Zakladni princip kolizni/reakéni cely spociva
Vv nasmérovani iontd pres iontovou optiku do piislusné cely, ktera se nachazi pied
kvadrupolem. Kolizni/reakéni plyn (napt. He, H2, NH3 nebo O) je poté ptiveden vstupnim
otvorem do ¢lanku obsahujici multipdl (kvadrupol, hexapdl nebo oktapol) obvykle
provozovanym pouze v radiofrekvencnim rezimu. Pouze RF pole neoddéluje hmoty jako
tradi¢ni kvadrupol, ale misto toho ma ucinek fokusace iontl, které se potom srazi/reaguji s
molekulami plynu. Diky fadé rtiznych srazek iontli a molekul a reakénich mechanismu
budou polyatomické interferujici ionty jako “°Ar*, °Ar*0* a ¥ArH* prevedeny na neskodné
neinterferujici latky nebo bude analyt pfeveden na jiny ion, ktery nebude interferovat. Tento
proces je ilustrovan niZze uvedenou rovnici 1, kterd ukazuje pouziti vodiku jako reakéniho

plynu ke snizeni interference “°Ar* pfi stanoveni *°Ca*. [22,28-30]

Hz + “°Ar* = Ar + Hy*
H, +%°Ca* = Ca* + H; (reakce neprobih4) (1)

Rovnice 1 ukazuje, ze molekula vodiku interaguje s interferenci argonu za vzniku atomu
argonu a neSkodného H," iontu. Neexistuje vSak 7adna interakce mezi H, a “°Ca*.
Vysledkem je, ze “°Ca* bez interference argonu vystupuji z kolizni/reakéni cely vystupnim
otvorem a jsou nasmérovany do kvadrupolu. [22,28-30]

Vyse uvedena rovnice 1 ukazuje ptiklad reakce ion-molekula vyuZzivajici pfenosu naboje.
Pienosem kladného néboje z “°Ar* na Hz* vznika neskodny neutralni atom argonu, ktery

hmotnostni analyzator neseparuje. Existuje mnoho dalSich reakénich a srazkovych
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mechanismu, které mohou probihat v kolizni/reakéni cele v zavislosti na povaze iontu
analytu, ktery interferuje.

Dalsi mozné mechanismy, které mohou v kolizni/reakéni cele probihat jsou:

1. prenos protonu-interferujici viceatomové druhy se vzdavaji protonu, ktery se pak
pienese na molekuly reakéniho plynu za vzniku neutralniho atomu, 2. prenos atomu Hz-atom
H2 se pfenese na rusici iont, ktery se pfeméni na iont o jednu hmotnostni jednotku vyssi,

3. molekuldrni asociacni reakce-interferujici iont se spoji s neutralnim druhem (atomem
nebo molekulou) za vzniku molekularniho iontu,

4. kolizni fragmentace-polyatomicky iont je rozbit nebo fragmentovan procesem
mnohocetnych srazek s atomy plynu,

5. srazkova retardace: atomy/molekuly plynu podléhaji mnohocetnym srazkam s
polyatomicky interferujicim iontem za Gc¢elem zpomaleni nebo snizeni jeho kinetické
energie. ProtoZe interferujici iont mé vétsi velikost oproti iontu analytu, podléha vice
srazkam a v dasledku toho mtze byt oddélen od analytu na zakladé rozdilné kinetické
energie,

6. kolizni fokusace-ionty analytu ztraceji energii, kdyz se srazi s molekulami plynu a v
zavislosti na molekulové hmotnosti plynu bude bud’ zesilen pienos iont, pokud ionty
migruji smérem ke stfedové ose kolizni/reakeni cely nebo se snizi citlivost, pokud dochézi
k rozptylu iontt.

Polyatomické ionty se svymi vétSimi srdzkovymi prlfezy trpi vice na srazky nez
jednoatomové ionty analytu. To vede k tomu, Ze polyatomicky iont ma niZsi kinetickou
energii a Ize jej rozlisit pravé na zakladé odlisné kinetické energie. Napiiklad iont *CI*°O*
(iontovy polomér 230 pm), ktery se prekryva s °V* (iontovy polomér 135 pm), mé nizsi
kinetickou energii. V praxi se jako srazkovy inertni plyn pouziva He. Piedpéti pola mezi
koliznim ¢lankem a kvadrupolem ma za nasledek efektivni zpomalovaci potencial asi 2 V,
ktery zabranuje polyatomickym iontiim s nizsi kinetickou energii dosahnout hmotnostniho
analyzatoru. [22,28-30]

2.7 Prehled védeckych ¢lanku

V této kapitole budou piehledné uvedeny vybrané védecké ¢lanky, ze kterych byly pti
psani této diplomové prace Cerpany uziteCné informace. Pfed samotnou praci v laboratofi
meé mimo jiné zajimalo, jaké kovy uz autofi analyzovali, odkud se ve vzorcich cokolady tyto

kovy berou, jakym zpisobem autofi rozlozili matrici ¢okolady a kakaové hmoty, jaké trendy
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kanych z
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pozorovali a k jakym vysledkiim obecné dosli. Prehled zakladnich informac

v r

védeckych ¢lanku je uveden v tabulce VI, ktera je rozdélena do 3 ¢asti.
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2.8 Validace

Laboratot musi pouzivat vhodné postupy meéteni, tedy takové, které umoznuji zvladnout
pozadavky, jez jsou na méfeni stanoveny. Doporucuje se pouzivat metody publikované
V mezinarodnich, regionalnich nebo narodnich norméch, od renomovanych odbornych
organizaci nebo z pfislusnych védeckych publikaci. Tyto metody proSly procesem
definujicim analytické pozadavky a experimentdln¢ potvrzuji, c¢asto 1 formou
mezilaboratorni studie, ze uvazovana metoda je zpusobila zvladnout pozadavky, které jeji
pouziti vyzaduje, tedy validaci. Validace postupu méfeni (metody) tedy prokazuje, ze postup
je ,,vhodny pro dany ucel”. V ramci validace se vyhodnocuji nasledujici vykonnostni

charakteristiky. [45]

2.8.1 Vykonnostni charakteristiky
Selektivita

Selektivni metoda (postup méfeni) je takovd metoda, kdy je vysledek stanoveni analytu
VurCité matrici nezavisly na pfitomnosti omezeného mnoZzstvi urCitych piimési
(interferentl). Selektivita metody se méni v zavislosti na koncentraci stanovovaného
analytu, ostatnich komponentdch matrice a n¢kdy i1 v zavislosti na nastaveni parametrt
metody (souvisi s robustnosti). Podle VIM 3 je selektivita ,,takova vlastnost méficiho
systému pouzivajiciho specifikovany postup méfeni, pomoci né¢hoz poskytuje nameétrené
hodnoty veli¢iny pro jednu nebo vice métenych velicin, Ze hodnoty kazdé métené veliiny
jsou nezavislé na jinych méfenych veli¢inach nebo jinych veli¢indch v ramci zkoumaného
jevu, téles nebo latky*. Mirou selektivity metody je kvantitativnim zptisobem vyjadieny vliv
matrice, jednotlivé matricni efekty se zahrnuji do vypoctu nejistoty vysledku. Miru
selektivity ur€ujeme bud’ metodou planovani pokusti s vyhodnocenim analyzou rozptylu,
nebo porovnanim vysledkl analyzy ziskaného s ¢istym analytem a za pfitomnosti vSech

predpokladanych rusivych slozek v koncentracich odpovidajicich realné matrici. [45]

Kalibrace-pracovni rozsah, linearita

Kalibrace analytické metody je klicovym krokem v celém analytickém procesu. Kalibrace
neni zapotiebi jen u pifimych primarnich analytickych metod, jak vyplyva z jeji definice.
VétSina instrumentalnich analytickych metod je nepifimd a vyzaduje aplikaci urcitého

kalibra¢niho modelu.
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Kalibrace je definovana jako Cinnost, ktera za specifickych podminek v prvnim kroku
stanovi vztah mezi hodnotami veliCiny s nejistotami méfeni poskytnutymi etalony
(standardy) a odpovidajicimi indikacemi s pfidruzenymi nejistotami méteni, a ve druhém
kroku pouzije tyto informace ke stanoveni vztahu pro ziskani vysledku méfeni z indikace.
V definici se indikacemi mini hodnota analytického signalu.

Matematicky spocivéa kalibrace v uréeni funkcni zavislosti mezi méfenym signdlem a
koncentraci (obsahem) analytu. Na vystupu analytického systému neptimych metod je signal
YA, Zjehoz intenzity se stanovuje obsah analytu Xa. Toho se dosahuje tak, ze se
s kalibracnimi vzorky se znamym obsahem analytu x ur¢i odpovidajici intenzita signalu y a
vyjadii se zavislost intenzity signalu y na obsahu analytu xa.

Pracovni rozsah metody je koncentracni rozsah, ve kterém bylo demonstrovéano, ze metoda
poskytuje vysledky vhodné pro zamysleny ucel. Ohranieni tvofi zdola nejéastéji LOQ.
Horni konec se obvykle vyznacuje nedostacujici zménou citlivosti (platd). Pracovni rozsah
postupu kvantitativni analyzy se stanovi méfenim standardll s riznou hodnotou obsahu
(koncentrace) analytu. Rozsah, ve kterém je odezva pfimo imérna zméné koncentrace,

nazyvame linearni interval. [45]

LOD a LOQ

jsme schopni detekovat, ale které neni nutné kvantifikovatelné jako exaktni hodnota. Mez
stanovitelnosti analytického postupu se chape jako nejniz§i mnozstvi analytu ve vzorku,
které jsme schopni stanovit jako exaktni hodnotu se stanovenou pfesnosti. Mez detekce 1ze
odhadnout na zéklad¢ experimentalniho vyhodnoceni variability méfeni slepych vzorkt ve
form¢ smérodatné odchylky z opakovanych méfeni slepych pokusti nebo vzorkt s velmi

malym obsahem analytu. Pro vypoéet LOD a LOQ lIze vyuzit rovnice 2 a 3 [45]:

3,295
LOD = (2)
k
10-s
LOQ = - 3)

kde s ... smérodatna odchylka (SD) z opakovanych méteni slepych pokusu, k ... smérnice
kalibra¢ni pfimky (y = k- x + q)
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Preciznost

Preciznost méfeni je té€snost shody mezi naméfenymi hodnotami veli¢iny ziskanymi
opakovanymi méfenimi na stejném objektu nebo podobnych objektech za specifickych
podminek. Preciznost méfeni je zpravidla vyjadiena ¢iselné mirami nepreciznosti, jako napf.
smérodatnou odchylkou, rozptylem nebo variaénim koeficientem za specifikovanych
podminek méfeni. Preciznost métfeni je pouzivand k definovani opakovatelnosti méfeni,
mezilehlé preciznosti a reprodukovatelnosti méteni.

Opakovatelnost méfeni je preciznost méfeni za podminek opakovatelnosti. Podminky
opakovatelnosti zahrnuji: 1. stejny postup méieni, 2. stejny obsluzny persondl, 3. stejny
meéfici systém, 4. stejné pracovni podminky, 5. stejné misto a opakovani mefeni na stejném

nebo podobnych objektech v kratkém casovém tseku. [45]

Pravdivost

Pravdivost méfeni je tésnost shody mezi aritmetickym primérem nekone¢ného poctu
opakovanych namétenych hodnot veli¢iny (stfedni hodnota zédkladniho souboru) a referen¢ni
hodnotou veli¢iny. Pravdivost méteni je kvalitativni mira. Kvantitativni mira pravdivosti je
vychyleni (bias). Pravdivost méfeni neni veli¢inou, a tudiz nemlze byt vyjadiena Ciselné.
Pravdivost je nepfimo umérnd systematické chybé meéfeni, kterd muize byt odhadnuta
vychylenim méfeni (bias). Pravdivost méfeni vyjadiuje hypotetickou schopnost postupu
méteni (metody) dosdhnout vysledki blizko ocekavané referenéni hodnoty veli€iny, jako je
hodnota certifikovaného referenéniho materialu.

Prakticky se stanoveni vychyleni opird o porovnani primérné hodnoty vysledkd X
kandidatské metody s vhodnou referencni hodnotou Xrer. K tomu se pouzivaji tfi zakladni
pfistupy: 1. analyza referencnich material{i, 2. zkoumani vytéZnosti za pouZiti standardniho
pfidavku a za 3. porovnani s vysledky ziskanymi jinou metodou.

Vytéznost je podil rozdilu mezi Gdaji méticiho systému pii méteni vzorku se znamym
mnoZzstvim analytu ¢i sloZzky a vzorku bez ptidavku a pfidaného mnozstvi. Uddva miru
schopnosti métici metody (postupu) postihnout méfenym signalem veskery analyt pfitomny

ve vzorku. Matematicky je vytéznost Rfdefinovana podle rovnice 4. [45]

Rr(%) = 22 - 100 (4)

Cref
kde Cobs ... pozorovany obsah (koncentrace) a cref ... skute¢na hodnota obsahu (koncentrace)
napt. z CRM.
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2.9 Nejistota méreni

Nejistota méteni patii spolu s metrologickou navaznosti a validaci postupu méteni mezi tti
zakladni pilife zabezpeceni kvality vysledkli zkousSek. Jeji vyhodnoceni neni rutinni praci
ani Cisté¢ matematickou zalezitosti, ale zavisi na detailni znalosti podstaty métené veliciny,
pouzit¢ metody ¢i metod a postupu meétfeni. Kvalita a uziteCnost nejistoty uvadéné
s vysledkem méfeni tedy zdsadné€ zavisi na pochopeni, kritické analyze a souladu vsech téch,
kteti se podileji na uréeni jeji hodnoty.

Nejistota méfeni poskytuje kvantitativni udaj o kvalité¢ vysledki méteni. Zakladnim
piedpokladem pouziti nejistoty méteni je kvantitativni odhad jeji velikosti podle jednotné
metodiky platné pro vSechny obory méfeni. Jeji definice podle VIM 3 zni: ,,nezéporny
parametr charakterizujici rozptyleni hodnot veli¢iny pfifazenych k méfené veli¢in€é na
zaklad¢€ pouzité informace®. [45]

V soucasnosti existuji dva zakladni pfistupy k vyhodnoceni nejistoty méfeni, a to ptistup
,,Zdola nahoru“ a ,,shora dola“. V této diplomové praci se bude pracovat s piistupem ,,shora
dol*. Tento piistup vychazi z Gdaji, které jsou v laboratofi k dispozici, a 1ze jej rozdélit do
dvou skupin:

1. vnitrolaboratorni: a) pouziti udaji z validacni studie, kde se pomérn€ Casto pouziva
analyza CRM a nejistotu méfeni ziskdme propagovanim daji o pravdivosti (vychyleni) a
preciznosti, b) kombinace tidaji z valida¢ni studie spolu s udaji o fizeni kvality,

2. mezilaboratorni: a) postup s pouzitim dat z mezilaboratornich zkoumani vykonnosti
postupu méfeni, b) postup s vyuzitim Gdaji z mezilaboratornich zkouSeni zptisobilosti.

V ptipad€, Ze jsou vSechny Casti nejistoty tméré koncentraci analytu, tak se nejistoty
propaguji jako RSD (rovnice 5). Pokud jsou nékteré Casti nejistoty nezavilé na koncentraci,
tak se nejistoty propaguji jako smérodatna odchylka (rovnice 6). Nejcastéji se s vysledkem
uvadi rozSifend nejistota U. RozSifena nejistota udava interval, ve kterém se s 95 %

pravdépodobnosti (pti k = 2) nachazi hodnota naméfené veli¢iny (rovnice 7). [45]

ue _ [u@)?  u(@?  um?

c P q r

)

kde p, q, r ... parametry ovliviigjici vysledek ¢, u(p), u(q), u(r) ... nejistoty jednotlivych

parametra
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ue = JuP)? + u(@)? + u(r)? + - (6)
kde u(p), u(q), u(r) ... nejistoty jednotlivych parametri
U= u. "k (7)

kde uc ... kombinovana standardni nejistota, k ... koeficient rozsifeni (vétSinou 2)
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Chemikalie

HNO; (analpure) 67-69 %, Analytika spol. s.r.o., Ceska republika,

H,0> (p.a.+) 30 %, Lach-Ner spol. s.r.o., Ceska republika,

H20 redestilovana, Millipore Milli-Q (18,2 MQ-cm), Merck, Némecko,

CRM Astasol As, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mg, Mn, Ni, Pb a Zn, koncentrace

1,0 + 0,002 g-It, Analytika spol. s.r.o., Ceska republika,

CRM MIX Astasol Cd, Co, Cr, Cu, Ni, Mn, Pb, V a Zn, koncentrace 0,1 + 0,002 g-I'%,
Analytika spol. s.r.0., Ceska republika,

Matricovy certifikovany referen¢ni material ERM-BD 512 hotka cokolada, Belgie,
Modifikator matrice pro ET-AAS Pd(NO3)2 a Mg(NOs)2 o koncentraci 2 g-I*, Analytika
spol. s.r.o., Ceska republika,

Viceprvkovy kalibra¢ni roztok Astasol-MIX (vyuzit jako interni standard); Bi, In, Sc, Tbh
a 'Y, koncentrace 10+0,1 mg- I"Y, Analytika spol. s.r.o., Ceské republika,

Ladici roztok pro metodu ICP-MS; Li, Ce, Co, Y a TI, koncentrace 1,0 nug:I%, Agilent

Technologies, Japonsko.

3.2 Materialy a pristroje

Teflonové kelimky s vicky, ochrannym pouzdrem a pojistkou, uréené k mikrovinnému
rozkladu,

25 a 10 ml odmérné banky tridy A,

Veskeré materidly z plastu (polypropylen): rtizné $picky k poloautomatickym pipetam,
kelimky, vi¢ka, Pasteurova pipeta, stficka na redestilovanou vodu, rotor a nalevka, 50 ml
a 15 ml vzorkovnice typu Falcon s vicky,

Pipety FINNPIPETTE F2 100-1000 ul Thermo Scientific, Spojené staty americké,
Pipety FINNPIPETTE F2 0,5-5 ml, Thermo Scientific, Spojené staty americké,
Mikrovinny mineralizdtor MLS 1200 MEGA, MILESTONE, Itélie,

Pristroj Millipore Milli-Q, ktery slouzi k demineralizaci vody, Merck, Némecko,
Piistroj ICP-MS, typ 7700x, vyrobce Agilent Technologies, Japonsko, vybaveny
automatickym vzorkovadem ASX 520, koncentrickym zmlzova¢em (400 pl-min),

niklovymi konusy a kolizni celou s He jako koliznim plynem,
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- Atomovy absorpcni spektrometr SavantAA vybaveny plamenovou a elektrotermickou
atomizaci, vyrobce GBC, Australie,

- Analytické vahy Metler Toledo, typ AB 204, Spojené staty americké.

3.3 Vzorky

V laboratofi bylo zanalyzovano 9 riznych produktt, které jsou detailnéji popsany nize.
Ctyti z nich byly &okolady a ¢okoladové mince od riiznych vyrobceii s riiznym procentualnim
mnozstvim kakaové susiny od bilé az po hoikou ¢okoladu, tyto ¢okolady byly zakoupeny
v supermarketu v Olomouci a v Ostravé. Dvé dal$i hoiké ¢okolady (75 a 100 %) byly
zakoupeny Vv ru¢ni manufaktute v Ostraveé. Zbylé 3 vzorky (kakaové hmoty) byly zaptjceny.

Prvni vzorek byla bila ¢okolada ,,Milka bila ¢okolada“ ve 100 g baleni s ¢islem Sarze: OTM
2111563. Bila ¢okolada se vyrabi vyhradné z kakaového masla, suSeného mléka a cukru.
[43]

Druhy vzorek byla 33 % mlécna cokolada ,,ORION MIécné ¢okolada® ve 100g baleni
S Cislem Sarze: 12280357.

Tteti vzorek byla 56 % hotka ¢okolada ,,Nina chocolate hotka cokolada* ve 100 g baleni
S ¢islem Sarze: L11136B.

Ctvrty vzorek byla 75 % hoika Gokolada ,,Papua Nova Guinea 75% tmava Gokolada
AZTEC MAN c¢okoladovna“ v 50 g baleni s ¢islem Sarze: 367. Tato cokolada spolu se 100 %
hotkou ¢okoladou byla zakoupena v ¢okoladové manufaktufe v Ostrave.

Patym vzorek byla 100 % hotka ¢okolada ,,Ekvador 100 % Mono Bravo Arriba Nacional
tmava ¢okolada AZTEC MAN cokoladovna* v 50 g baleni s ¢islem Sarze: 328.

Dalsi tii vzorky byly kakaové hmoty z Madagaskaru (70 a 100 %) a z Peru (100 %), které
byly ziskany z Univerzity Tomase Bati ve Zling. Blize se jednalo o: 1. 70 % kakaovou hmotu
z ostrova Madagaskar, ktera byla konsovana dne 27.10. 2021, 2. 100 % kakaovou hmotu
Z Madagaskaru, ktera nebyla temperovana; 3. 100 % kakaovou hmotu z Peru, 25.11. 2021.

Poslednim devatym vzorkem byly ¢okoladové penizky (mlécna ¢okolada) ,,1 euro 2009,

Cislo Sarze na obalu produktu nebylo uvedeno.

3.4 Priprava a rozklad vzorki

Pfed samotnym stanovenim obsahti kovi metodami F-AAS, ET-AAS a ICP-MS se vzorky
Cokolad a kakaovych hmot musely vhodné rozlozit a ziedit. Vzorek o hmotnosti asi 0,25 g

byl navazen pomoci analytickych vah do teflonovych kelimkt pomoci diferen¢niho vazeni.
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Déle se rozkladala také CRM cokolada (ERM-BD 512), jedna granule ¢okolady o hmotnosti
0,50 g se rozdélila na dvé piiblizné stejné poloviny pomoci plastovych Spachtli a ob¢
poloviny se zvazily v teflonovych kelimcich. Kelimky s navazenym vzorkem se ptenesly do
digestofe a ke vzorku se napipetovala rozkladna smés HNO3:H2O2 v poméru 4:1 (5 ml).
Kelimky se uzaviely, vlozily se a upevnily se v plastovém rotoru a rotor se piemistil do
mikrovinného mineralizatoru, kde prob¢hl samotny rozklad vzorku. Nastaveni rozkladného

programu je piehledné uvedeno v tabulce VII.

Tabulka VI Rozkladny program mikrovinného mineralizdatoru

Krok | Doba [min] | Piikon [W]
1. 250
0
250
400
500
ventilace

SRR R E I
GGG IS

Po rozkladném kroku se obsah teflonového kelimku kvantitativné prevedl do 25 ml
odmérné banky a z ni se roztok pfevedl do 50 ml vzorkovnice. Vzorek se fadné popsal a
stojan se vSemi vzorky se uchovaval v mraznicce, dokud se vzorky neanalyzovaly. Po
rozkladu vzorkti nasledoval vzdy Cdistici krok, teflonové kelimky se po vychladnuti
nekolikrat promyly redestilovanou vodou a poté se do nich napipetovaly 3 ml konc. HNOg,

Cistici program vypadal nasledovné: 1. 10 min pii 600 W a potom 5 min ventilace.

3.5 Priprava kalibrace pro F-AAS, ET-AAS a ICP-MS

Pro F-AAS se kalibra¢ni roztoky ptipravovaly nasledujicim zptisobem. Z CRM pro kovy
Cu, Fe, Mg, Mn a Zn se po promichani nadob odlilo do plastového kelimku asi 0,4 ml a po
napipetovani 0,25 ml CRM pfislusného kovu do €isté 25 ml odmérné banky a doplnéni po
rysku redestilovanou vodou se natedil roztok o koncentraci 10 mg-I"t. Z tohoto z4sobniho
roztoku se dale fedila kalibracni fada pro kazdy kov podle zied’ovaci rovnice do 25 ml
odmérnych bang&k. Kviili ptibliZzeni se ke kyselosti vzorku byly kalibra¢ni roztoky okyseleny
0,5 ml konc. HNO:s.

U ET-AAS se ze zasobniho roztoku nafedil pouze nejkoncentrovanéjsi kalibracni roztok,
ktery se okyselil 0,5 ml HNOs. Automaticky davkovac piistroje si zbyl¢ kalibra¢ni body po

naprogramovani natedil sam. U Cd a Pb davkovac ke kazdému kalibra¢nimu bodu pfidaval
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jesté 5 ul smési dusi¢nana paladnatého a hotecnatého v poméru 1:1 (modifikator matrice).

Pii méfeni metodou ICP-MS se zasobni roztok fedil z CRM MIX (Cd, Co, Cr, Cu, Mn,
Ni, Pb, V a Zn) tak, ze se z nadobky do 25 ml odmérné banky odpipetovalo 2,5 ml roztoku.
Do této 25 ml odmérné baiiky se dale ptidalo 0,25 ml CRM As a Fe a baiika se doplnila po
rysku redestilovanou vodou. Z tohoto zasobniho roztoku obsahujiciho vsechny kovy
potiebné k méteni se postupnym fedénim nafedila kalibra¢ni fada do 25 ml odmérnych
ban¢k, do kazdé baiiky se pfidalo 0,5 ml konc. HNOs. Mg se méfil zvlast, kalibra¢ni fada
byla pfipravena stejnym zptisobem jako u F-AAS.

3.6 Stanoveni kova metodami AAS a ICP-MS
3.6.1 F-AAS

Samotné stanoveni kovu probihalo v plameni acetylén-vzduch dle parametrd v tabulce
VIII. Nejprve se optimalizovala poloha hotaku, poté se proméfily absorbance kalibra¢ni
fady, a nasledn¢ se prométily rozlozené vzorky. Kazdy vzorek byl méteny 5x. Mezi
jednotlivymi méfenimi vzorkli hadicka nasavala redestilovanou vodu, ktera byla pravidelné

meénéna. Takto se proméfily vSechny vzorky spolu s pfislusnymi slepymi pokusy.

Tabulka VI Prehled zdakladnich parametrii pii méreni na F-AAS, upraveno z [46]

Prvek Kalibra¢ni VInova délka | Zhavici proud | Sifka $térbiny
rozsah [mg-17] [nm] [mA] [nm]

Cu 0,05-1,00 324,7 5,0 0,5

Fe 0,20-2,00 248,3 8,0 0,2

Mg 0,05-0,75 285,2 3,0 0,5

Mn 0,1-0,6 279,5 10,0 0,2

Zn 0,05-1,00 2139 50 0,5

3.6.2 ET-AAS

Pti praci s ET-AAS se natedil z CRM pro Cd, Cr, Mn, N1 a Pb pouze nejkoncentrovang;si
kalibraéni bod, automaticky déavkovac¢ pfistroje si uz zbylé kalibracni body po
naprogramovani nafedil z nejkoncentrovangjsiho kalibra¢niho bodu.

Roztoky vzorku se pfed samotnym méfenim promichaly, a nasledné se pievedly do 2 ml
plastovych vzorkovni¢ek. Zakladni parametry pro méteni jednotlivych kovti jsou piehledné
uvedeny Vv tabulkach IX, X a Xl. Kanalyze bylo pro vSechny prvky s vyjimkou Pb
davkovano 20 ul vzorku, u Pb to bylo 30 pl. Pii stanoveni Cd a Pb automaticky davkovac
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odebiral jesté 5 pl smési dusi¢nanti paladnatého a hofe¢natého v poméru 1:1 (modifikator

matrice). Kazdy vzorek byl méten 2x.

Tabulka IX Prehled zakladnich parametrii pri méreni na ET-AAS [46]

Prvek Kalibracni Vinova délka Zhavici Sitka
rozsah [ng-1"] [nm] proud [mA] | §térbiny [nm]

Cd 1-30 228,8 3,0 0,5

Cr 15-60 357,9 7,0 0,2

Mn 25-150 279,5 5,0 0,2

Ni 15-60 232,0 6,0 0,2

Pb 1-25 283,3 5,0 0,5

Tabulka X Parametry teplotniho programu pro Mn, Ni a Cr [46]

Faze teplotniho Teplota [°C] Doba naristu | Doba konstantni | Typ
programu teploty [s] teploty [s] plynu
1. suSeni 90 5,0 5,0 Ar
2. suSeni 120 50 15,0 Ar
3. rozklad 700?/900°/1100° 10,0 15,0 Ar
4. rozklad 700%/900°/1100° 0 1,0 -
5. atomizace 2200%/2400°/2500° 1,0 1,2 -
6. ¢isténi 2650 1,0 3,0 Ar

pozn. horni index a se tyka Mn, b Ni, ¢ Cr

Tabulka X1 Parametry teplotniho programu pro Cd a Pb [46]
Faze teplotniho Teplota Doba narastu | Doba konstantni | Typ
programu [°C] teploty [s] teploty [s] plynu
1. suSeni 90 1,0 50 Ar
2. suSeni 110 10,0 15,0 Ar
3. rozklad 8009/900° 10,0 15,0 Ar
4. rozklad 8009/900° 0 1,0 -
5. atomizace 1600%/2000° 0,8 1,0 -
6. Cisténi 2650 1,0 3,0 Ar

pozn. horni index d se tyka Cd, e Pb

3.6.3 ICP-MS

Pii métfeni na ICP-MS se nejprve natedila kalibraéni fada standardd (mix vSech kovii v 1
roztoku) z CRM MIX (Cd, Co, Cr, Cu, Mn, Ni, Pb, V a Zn) a zCRM As a Fe. Vsechny
roztoky standardd se piipravovaly do 25 ml odmérné banky, a aby se kalibra¢ni roztoky
priblizily kyselosti matrice vzorkt, byly okyseleny 0,5 ml konc. HNOgz. VSechny vzorky se

Z 50 ml vzorkovnic po promichani ptelily do 15 ml plastovych zkumavek, které se vlozily
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do plastového stojanu, ktery se umistil do automatického davkovace vzorkt. Zakladni

nastaveni pfistroje je piehledné uvedeno v tabulce XIlI.

Tabulka X1 Zdkladni nastaveni pristroje ICP-MS, upraveno a doplnéno z [47]

Prikon generatoru 1550 W
Vzdalenost hlavice od rozhrani 8 mm
Pumpa zmlZovace 0,1 RPS
Teplota mlzné komory 2°C
Priitok plazmového plynu 14,98 I-min'?
Priitok nosného plynu 1,02 I-min’t
Priitok pomocného plynu 0,9 I'min’t
Priitok He 5 ml-min’?
Akviziéni mod SPECTRUM
Repliky méreni 6

Méiené izotopy prvkit

75AS, 111Cd, 59CO, SZCF, GSCU, 56Fe,
24Mg, 55Mn, GONi, 208Pb, 66Zn

Interni standardy (korekce méreni)

ASSC, 89Y, 115|n’ 159Tb, ZOQBi

pozn. horni index 1 znamena, Ze vSechny prvky byly méteny v He médu
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4 Vysledky a diskuze

V 9 vzorcich kakaovych hmot a ¢okolad s riznym procentudlnim obsahem kakaové hmoty
(0-100 %) byly stanoveny nasledujici kovy: As, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mg, Mn, Ni, Pb a Zn.
Tyto kovy byly stanoveny pomoci dvou metod, ICP-MS a AAS, u které byly vyuzity dvé
atomizacéni techniky F-AAS a ET-AAS. Pied samotnym stanovenim uvedenych kovid ve
vzorcich byla provedena validace postupti méfeni a pro kovy, které mély certifikované
hodnoty v matricovém CRM, byl proveden vypocet nejistoty méfeni kvili celkovému

vyhodnoceni vhodnosti danych metod pro analyzu kakaovych hmot a ¢okolad.

r

4.1 Validace postupi méreni

411 AAS

Posouzeni linearity

Jako prvni vykonnostni charakteristika byla posuzovéna linearita pro dané stanoveni kovl
danou metodou. Technikou plamenové atomizace se stanovovaly tyto kovy: Cu, Fe, Mg, Zn
a Mn. Technikou elektrotermické atomizace se stanovovaly tyto kovy: Cd, Cr, Mn, Ni a Pb.
Pro ziskané zavislosti absorbance na koncentraci daného kovu byl vzdy vypocitan

determinacéni koeficient, viz obrazky 13 a 14.

Obrazek 13 Kalibracni primky pro Cu, Fe a Mn stanovené technikou F-AAS

0,16
y = 0,1433x + 0,0007
y =0,2033x + 0,0006 ,,D R2 = (,9999

0,14
R? = 0,9992

0,12 .

Absorbance

0,1

i y = 0,0542x + 0,0001
0,08 R? =0,9995 ocu
.-.‘ S Fe
0,06
: ® Vin
0,04 ® .

0,02 e

0 0,5 1 1,5 2 2,5

koncentrace [mg-11]

48



Obrazek 14 Kalibracni primky pro Zn a Mg stanovené technikou F-AAS
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Obrazek 15 Kalibracni primky Cr, Ni a Mn, stanovené technikou ET-AAS
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Obrazek 16 Kalibracni primky pro Cd a Pb stanovené technikou ET-AAS
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Tabulka X111 Prehled dat z kalibracnich primek pro techniku F-AAS

Prvek | Rovnice kalibraéni primky | Determinaéni k. R?
Cu y = 0,1433x + 0,0007 0,9999
Fe y = 0,0542x + 0,0001 0,9995
Mg y = 1,1857x + 0,017 0,9975
Mn y = 0,2033x + 0,0006 0,9992
Zn y =0,2749x + 0,0053 0,9971

Vizuélni kontrolou kalibra¢nich zavislosti byla zkontrolovana linearita a kontrolou
determinacnich koeficientll z tabulky XIII bylo potvrzeno, ze akceptatni kritérium pro

linearitu (R?> 0,99) bylo splnéno u techniky F-AAS pro viechny kovy.

Tabulka X1V Prehled dat z kalibracnich primek pro ET-AAS

Prvek Rovnice kalibraéni zavislosti | Determinaéni k. R?
Cd y =-0,0087x2 + 0,1939x + 0,1643 0,9976
Cr y =0,0209x + 0,0444 0,9748
Ni y =0,005x + 0,0115 0,9929
Mn y =0,0053x + 0,1393 0,9141
Pb y =0,0111x - 0,0007 0,9969

U techniky ET-AAS bylo akceptaéni kritérium splnéno pro kovy Ni a Pb, viz tabulka XIV.

Pro Cd byla data prolozena parabolou, dana zavislost neni linearni, ale prolozeni body
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parabolou je vyhovujici. Pro Mn a Cr jsou hodnoty determinacnich koeficientd niz$i a

prolozeni kalibra¢nich ptimek body je horsi.

LOD a LOQ

Meze detekce a stanovitelnosti byly prevzaty diplomové prace [46]. Mez detekce byla
prepocitana z piivodni navazky 0,20 g na navazku 0,25 g a z meze detekce se vypocitala mez
stanovitelnosti tak, ze se vynasobila koeficientem 3,333. Pfehled LOD a LOQ pro vSechny

stanovované kovy uvadi tabulka XV.

Tabulka XV Prevzaté a vypoctené LOD a LOQ [46]

Prvek LOD (mg-kg?) LOQ (mg-kg?)
Cu 1,80 6,00
Fe 11,00 36,67
Mg 2,20 7,33
Zn 1,10 3,67
Cd 0,01 0,03
Cr 0,12 0,41
Mn 0,03 0,11
Ni 0,13 0,44
Pb 0,83 2,76
Preciznost

Preciznost méfeni je té€snost shody mezi namé&fenymi hodnotami CRM hotka ¢okolada
(ERM-BD 512) za specifickych podminek. Kvantitativné se preciznost vyhodnoti pomoci
relativnich smérodatnych odchylek CRM, 56 % hoiké cokolady a pridavkl standardt ve
vzorcich 56 % hotké cokolady, vSe ze 6 opakovéni. Akceptacni kritérium pro preciznost
(RSD < 20 %) bylo splnéno u metody AAS pro vSechny kovy az na Fe u 56 % hotké
cokolady s ptidavkem standardd a Mn u vzorki CRM. Ptehled relativnich smérodatnych
odchylek pro vzorky 56 % hotké ¢okolady, pro ptidavky standardi ve vzorcich 56 % hotké
cokolady a CRM hotka ¢okolada jsou uvedeny v tabulce XVI.
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Tabulka XVI Vyhodnoceni preciznosti pomoci RSD v %

Prvek | 56 % cokolada | Piidavek standardi | CRM | Pocet opakovani
Cu 4,51 1,70 10,99 6,6,6
Fe 2,67 21,69 14,34 6,46
Mg 3,11 1,44 3,06 6;4,4
Zn 17,63 15,30 14,61 6,6,6
MnF - - 3,84 -4
Cd 8,26 5,00 12,70 6,6,6
Cr 11,84 12,93 11,22 6,6;4
MnE 11,62 3,95 64,61 6;4;5
Ni 15,41 591 11,38 6,64
Pb <LOQ <LOQ <LOQ 6,6,6

pozn. horni index F znamena, Ze prvek byl stanoven technikou F-AAS, E pak ET-AAS,

pomlcka (-) znamend, ze dany kov nebyl ve vzorku stanoven/analyzovan

Pravdivost

Pravdivost méfeni je tésnost shody mezi primérnou hodnotou X a primérnou hodnotou
z opakovanych méfeni vzorku s ptidavkem nebo certifikovanou hodnotou v CRM hotka
Cokolada (ERM-BD 512). Je nepfimo tmeérna systematické chybé meéfeni a vyjadiuje
hypotetickou schopnost postupu méteni (metody) dosahnout vysledki blizko oc¢ekavané
referenéni hodnoty CRM. Akceptaéni kritérium pro pravdivost bylo stanoveno pro vytéznost
standardnich piidavkd v intervalu 70-130 % pro standardni piidavek 25 pg-1™ a interval 80-
120 % pro viechny vyssi standardni piidavky (pro Mn 50 ug:I, pro Fe 500 pg-1"t a pro Mg

25 mg-I™t). Veskeré vytéznosti jsou uvedeny v tabulce XVII. Akcepta¢ni kritérium pro

pravdivost bylo splnéno u vsech kovti az na Fe, Mn (ET-AAS) a Pb.

Tabulka XVII Vyhodnoceni pravdivosti pomoci vytéznosti Vv %

Prvek | CRM | Piidavek standardii | Pocet opakovani
Cu 90,85 114,35 6,6
Fe - 148,62 -4
Mg - 91,60 -4
Zn - 71,69 -6
MnF | 86,73 - 4;-
Cd 73,12 81,95 66
Cr - 122,65 -,6
MnE | 64,61 34,51 6;4
Ni 84,14 86,22 46
Pb <LOQ <LOQ 6;6

pozn. horni index F znamena, ze prvek byl stanoven technikou F-AAS, E pak ET-AAS,

pomlcka (-) znamena, ze dany kov nebyl ve vzorku stanoven
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U vyhodnoceni Mn technikou ET-AAS nevyhovovala vytéznost CRM, a kvtili tomu se

Mn stanovoval technikou F-AAS a doslo k vyraznému zlepSeni vytéznosti CRM.

4.1.2 ICP-MS

Pro metodu ICP-MS byla posuzovana jako prvni vykonnostni charakteristika linearita pro
kovy As, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mg, Mn, Ni, Pb a Zn. Pro ziskané zavislosti poméru izotopt
analyzovaného kovu a vhodného interniho standardu na koncentraci daného analytu byl vzdy

uveden v tabulce XVIII korela¢ni koeficient, viz obrazky 17-27. Korela¢ni koeficient byl

piepocitan na determinacni koeficient.

Obrazek 17 Kalibracni primka pro As

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

x10 14 y=0.0102 " x + 1.6359E-004
R = 0.9999

DL =0.03627 ppb

BEC =0.01598 ppb

Ratio

Conc{ppb)

Obrazek 18 Kalibracni primka pro Cd

111 Cd [He] ISTD:115 In [He]
x107 |y =0.0139 °x +0.0000E+000
R = 1.0000

DL=0ppb

BEC =0 ppb

Ratio

Conc{ppb)
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Obrazek 19 Kalibracni primka pro Co

59 Co [He] ISTD:45 Sc [He]
y=04618"x +00017

x103
R = 10000
DL = 0004359 ppb
BEC = 0.003765 ppb
o=
EE

Conc{ppb)

Obrazek 20 Kalibra¢ni piimka pro Cr

52 Cr [He] ISTD:45 Sc [Hel

X102 | y =02948"x +00120
R= 10000

DL = 0.02838 ppb

1.5 BEC =0.04055 ppb

Ratio

0.5

Conc{ppb)

Obrazek 21 Kalibrac¢ni piimka pro Cu

63 Cu [He] ISTD:45 Sc [He]
%103 | y=0.3198"x +0.0257
R = 1.0000

DL =0.02612 ppb

BEC =0.08024 ppb

Ratio

Conc{ppb)
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Obrazek 22 Kalibracni primka pro Fe

56 Fe [He] ISTD:45 Sc [He]
x103 | y=0.2915"x +0.1388
R = 1.0000

DL = 0.09584 ppb
1.54 BEC =0.4763 ppb

Ratio

0.5

188.9855
04.844
4000.0

0 T
2000.0
Conc{ppb)

Obrazek 23 Kalibracni primka pro Mg

24 Mg [He] ISTD:45 Sc [He]

x102 | y =0.0260 " x +0.0398

R = 0.9999

DL =1.139 ppb

BEC =1.531 ppb

154
2 1
s
&
0.5
0] T T T
2000.0 4000.0 6000.0
Conc{ppb)

Obrazek 24 Kalibracni primka pro Mn

55 Mn [He] ISTD:45 Sc [He]
x103 | y=0.1990 " x +0.0028
R = 1.0000
DL =0.0158 ppb

BEC =0.01401 ppb

Ratio

Conc(ppb)
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Obrazek 25 Kalibracni primka pro Ni

60 Ni [He] ISTD:45 Sc [He]
x102 | y=0.1256"x +0.0139
R = 1.0000

DL = 0.02226 ppb

BEC =0.111 ppb

Ratio

Conc{ppb)

Obrazek 26 Kalibracni primka pro Pb

208 Pb [He] ISTD:159

x102 | y=0.0552"x +
R = 1.0000

+ DL =0.002592 py

BEC =0.009236

w

Ratio

Th [He]
5.1027E-004

pb
ppb

Conc(ppb)

Obrazek 27 Kalibracni primka pro Zn

66 Zn [He] ISTD:89 Y [He]

x107

Ratio

y=00133"x +0.0138
R= 09939

DL =0.267 ppb

BEC =1.033 ppb

Conc{ppb)
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Tabulka XVIII Prehled dat z kalibracnich primek ICP-MS

Prvek Rovnice kalibraéni primky Korelaéni k. R Determinacni k. R?
As y =0,9985x + 4,5297 0,9999 0,9998
Cd y =1,0001x - 0,2397 0,9999 0,9998
Co y =1,0002x - 0,6643 1,0000 1,0000
Cr y =1,0004x - 1,0668 1,0000 1,0000
Cu y = 0,9999x + 0,4336 1,0000 1,0000
Fe y =1,0006x - 1,7004 1,0000 1,0000
Mg y =0,997x + 11,755 0,9999 0,9998
Mn y =1,0004x - 1,0694 1,0000 1,0000
Ni y =1,0003x - 1,0406 1,0000 1,0000
Pb y =0,9994x + 1,7664 0,9999 0,9998
Zn y =0,9986x + 4,1483 0,9999 0,9998

Vizuélni kontrolou kalibra¢nich pifimek byla zkontrolovana linearita a kontrolou
determinac¢nich koeficienti z tabulky XVIII bylo potvrzeno, Ze akceptacni kritérium pro

linearitu (R?>> 0,99) bylo splnéno pro viechny kovy.

LOD a LOQ
Mez detekce a mez stanovitelnosti byly vypocteny z 12 slepych pokust z rovnic 2 a3 a

jsou uvedeny v tabulce X1X. LOD a LOQ pro Mg byly vypocitany z 8 slepych pokusti.

Tabulka XIX LOD a LOQ pro dané kovy stanovené metodou ICP-MS

Prvek | LOD (mg-kg?) | LOQ (mg-kg?)
As 0,10 0,29
Cd 0,01 0,04
Co 0,01 0,03
Cr 0,17 0,52
Cu 0,03 0,09
Fe 1,18 3,59
Mg 0,52 1,59
Mn 0,03 0,09
Ni 0,08 0,25
Pb 0,03 0,08
Zn 2,70 8,22
Preciznost

Preciznost méfeni je t€snost shody mezi naméfenymi hodnotami CRM c¢okolady (ERM-
BD 512) za specifickych podminek. Kvantitativné se preciznost vyhodnoti pomoci
relativnich smérodatnych odchylek CRM hotka ¢okolada, 56 % hotké cokolady a pfidavka

standardil ve vzorcich 56 % hotké Cokolady, vSe ze 6 opakovani. Akceptacni kritérium pro
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preciznost (RSD < 20 %) bylo splnéno u metody ICP-MS pro vSechny kovy az na Fe.
Relativni smérodatnd odchylka pro Fe ma vysokou hodnotu (22,32 %), protoze jeden
analyzovany vzorek byl snejvétsi pravdépodobnosti kontaminovany. Pichled relativnich
smérodatnych odchylek pro vzorky 56 % hotké cokolady, pro ptidavky standardd ve
vzorcich 56 % hotké ¢okolady a CRM hoiké cokolada jsou uvedeny v tabulce XVI.

Tabulka XX Vyhodnoceni preciznosti pomoci RSD Vv %

Prvek | 56 % cokolada | Piidavek standardi | CRM | Pocet opakovani
As <LOQ 8,11 <LOQ 6
Cd 2,98 9,36 4,51 6,6;6
Co 1,43 15,30 9,22 6;6;6
Cr 4,26 7,56 4,34 6;6;4
Cu 2,17 5,83 4,20 6;6;6
Fe 2,73 22,32 2,84 6;4;6
Mg 4,72 11,42 5,39 5;4;4
Mn 1,86 2,82 2,35 6;4,6
Ni 2,06 9,95 8,82 6;6;6
Pb <LOQ 5,95 <LOQ 6
Zn 5,76 5,35 6,26 6;4,6
Pravdivost

Pravdivost méfeni je tésnost shody mezi primérnou hodnotou X a primérnou hodnotou
z CRM cokolada (ERM-BD 512). Pravdivost se vyhodnocuje pomoci vytézkiu z CRM a ze
znamych ptidavki standardf v 56 % hotké cokoladé (25 mg-1? pro Mg, 500 pg-I* pro Fe,
50 ug-I™ pro Mn a pro viechny ostatni kovy 25 ug-I™?). Akcepta¢ni kritérium pro pravdivost
bylo stanoveno pro vytéznost standardnich pfidavkt v intervalu 70-130 % pro standardni
pridavek 25 pg-I* a interval 80-120 % pro vSechny vy33i standardni ptidavky (pro Mn 50
ng-I, pro Fe 500 pg-1™* a pro Mg 25 mg:I™). Veskeré vytéznosti jsou uvedeny v tabulce
XXI. Akceptacni kritérium pro pravdivost splituji vSechny kovy az na Fe, Mg a Zn. Pfi¢inou
nevyhovujicich vysledkii je pravdépodobné kontaminace vzorkli pii praci v castecné
zkorodované digestofi. Prehled vytézkli pro vzorky CRM hotka ¢okolada a 56 % hoikeé

Cokolady s pridavkem standardu je uveden v tabulce XXI.
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Tabulka XXI Vyhodnoceni pravdivost pomoci vytézkii v %

Prvek | CRM | Pridavek standardu | Pocet opakovani
As - 122,17 -6
Cd 93,53 117,63 6,6
Co - 116,35 -6
Cr - 102,35 -6
Cu 97,43 103,28 6,6
Fe - 144,51 -4
Mg - 144,29 -4
Mn 93,98 120,19 6,4
Ni 86,84 103,77 6,6
Pb <LOQ 102,91 6,6
Zn - 143,53 -4

pozn. pomlcka (-) zde znamenda, Ze pro dany kov nebylo v CRM hoikd cokolada

certifikované mnozstvi daného kovu

4.2 Vyhodnoceni nejistoty méreni

V této diplomové praci bude nejistota vypocitana pomoci piistupu ,,shora dola* [49] (viz
pt. vypoctu pro Cu). Pro vypocet nejistot byly dosazeny do vzorcu certifikované hodnoty
z CRM hotka cokolada (ERM-BD 512). Piehled vypocitanych nejistot pro vSechny
certifikované kovy metodami F-AAS, ET-AAS a ICP-MS uvadi tabulka XXII.
kovu je tedy metoda ICP-MS velmi vhodna. Vyssi nejistota potom vysla pro Cu (30,60 %).
Metodou F-AAS se stanovovaly kovy Cu a Mn a rozsifené nejistoty vySly uspokojive,
metoda je tedy vhodna pro stanoveni Cu a Mn v ¢okoladé. Pro techniku ET-AAS vysla
rozsifena nejistota pro vSechny kovy uspokojivé, ale na zakladé vytéznosti z CRM hotka

cokolada se da konstatovat, ze technika je vhodné pouze pro stanoveni Ni.

4.2.1 F-AAS, ET-AAS a ICP-MS
Tabulka XXII Prehled rozsirenych nejistot v %

U
Kovy | F-AAS | ET-AAS | ICP-MS
Cd - 15,09 16,40
Cu 19,39 - 30,60
Mn 21,50 18,52 9,61
Ni - 26,73 20,87
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Nasledujici ptiklad vypoctu se bude tykat Cu, stanovené metodou ICP-MS. Nejprve se
vypocte nejistota vytéznosti CRM (Nv). Vytéznost CRM (Rm) je 97,4340 %, primérna
hodnota (X) z 6 méfeni CRM je 13,9331 a smérodatna odchylka(sz) k této hodnoté je 0,5853.
Certifikovana hodnota Cu v CRM(C) je 14,3 a nejistota k této hodnoté(sc) je 0,7.

No— R s2 +0,352 0974340 0,34257609 +0,1225 — 0.02912
vooom 6-%2 1432 1164,787654 204,49 |

. (1-0,974340) _
v 0,02912 N

0,8812

Hodnota vyznamnosti vytéznosti 0,8812<2 a hodnota se tedy nelisi od 1. V dalsim kroku
se vypocita nejistota vytéznosti standardniho pridavku (Vs). Vytéznost standardniho
pridavku (Rs) je 103,2829; primérna hodnota ze 6 standardnich piidavka (Xs) je 14,9994,
jeji smérodatna odchylka (ss) je 0,8741, primérna hodnota ze 6 vzorku ¢okolad (X¢) je
12,4174 ajeji smérodatna odchylka(se) je 0,2698. Prispévek nejistoty, ktery piislusi nejistoté
standardniho pfidavku byl zanedban, protoze roztok pridavku byl ptipraven z CRM s velmi

nizkou nejistotou koncentrace, a proto je tato slozka z vypoctu vynechana.

\/0,76405081 _ 0,07279204
6 6
V. =R = 1,032829 - = 0,14939
s s 6,666724
(1— 1,032829)
V, = = —0,2198

s 0,14939

Hodnota vyznamnosti vytéznosti standardnich ptidavki v absolutni hodnoté Vs 0,2198<2

a hodnota se tedy nelisi od 1. Dalsim krokem je vypocet ur celkového vychyleni (hodnoceni

pravdivosti) a up preciznosti.

_ (N,, )2 N <VS>2 _ (0,02912 )2 N ( 0,14939 )2 — 014770
Ur= \R, R,/ \0,974340 1,032829/
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S)Z + SS)
- = 0,04000
up (2 100

A nasledné se vypocita kombinovand standardni nejistota uc V procentech, vyndsobenim
hodnoty uc 2 (koeficient rozsiteni piislusejici kvantilu normovaného normalniho rozdéleni)

se vypocita rozsifena nejistota U.

u.(%) =/ (ug? + up?) - 100 = 15,30 %

4.3 Souhrn vysledkii

V této kapitole jsou uvedeny primérné vypocitané obsahy vSech kovi u vSech vzork,
které se danymi metodami analyzovaly. Nejprve jsou uvedeny vysledky z metody AAS, poté
vysledky z metody ICP-MS. Tyto vysledky jsou uvedeny v tabulkach XXIII, XXIV a XXV.
Pro kovy Cd, Cu, Mn a Ni byla vypo¢itana rozsitena nejistota U (%). Po vynasobeni jedné
setiny rozsifené nejistoty stanovenym obsahem daného certifikovaného kovu, pro ktery byla
tato nejistota vypocitdna dostaneme hodnotu za znaménkem + jako rozSifenou nejistotu.
Pokud pro dany kov rozSifend nejistota neni vypocitana, je hodnota za znaménkem +
smérodatna odchylka (S) ze 3 opakovani, pro vzorky 56 % hotké ¢okolady, bilé ¢okolady a
CRM (ERM-BD512) ze 6 opakovani. V tabulce XXIV (ET-AAS) neni uvedeno Pb, protoze
vSechny obsahy Pb, které byly ve vzorcich naméteny jsou pod LOQ. V tabulce XXV (ICP-

MS) neni uveden As a Pb, protoZe v§echny naméfené obsahy téchto kovu jsou pod LOQ.
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ICP-MS
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4.3.3 Porovnani a diskuze

V této kapitole budou diskutovany a porovnany obsahy vsech kovi, které byly stanoveny
dvéma riznymi metodami (AAS a ICP-MS). Dale budou porovnany stanovené obsahy Cd
technikou ET-AAS a metodou ICP-MS s legislativnimi limity EU, viz tabulka Il1 (strana 8).
Nakonec budou vsechny naméfené obsahy kovl porovnany s literarni resersi, jejiz piehled
je uveden v kapitole 2.7 (tabulka VI na stran¢ 33-36).

Data ziskana pomoci metody AAS byla vzdy porovnana s daty ziskanymi metodou ICP-
MS, k tomuto porovnani byl vyuzit dvouvybérovy parovy t-test stiedni hodnoty na hladiné
vyznamnosti o = 0,05. Testovani bylo provedeno v tabulkovém procesoru MS Excel.
Vysledky parového testu ukdzaly, Ze vypoctené obsahy kovi, které byly stanovené
technikou F-AAS a metodou ICP-MS, se ve smyslu rovnosti stfednich hodnot nelisi pro Cu
a Fe. Pro ostatni kovy (Mg, Zn a Mn) se data 1isi. Z vysledkd parového t-testu se da také
vycist, Ze metoda ICP-MS stanovuje obecné vyssi koncentrace Cu, Fe, Mg, Mn a Zn oproti
technice F-AAS. U techniky ET-AAS a metody ICP-MS se data nelisi pouze pro Ni. Pro
ostatni kovy (Cd, Cr a Mn) se data li§i. Z parového t-testu se da opét vyc¢ist, ze metoda ICP-
MS stanovuje vyssi koncentrace vSech kovti (Cd, Cr, Mn a Ni) oproti technice ET-AAS.

U cokolad nebyly legislativni limity pro Cd ptekroceny u zddného vzorku az na 100 %
hotkou ¢okoladu z manufaktury, tato ¢okolada podle techniky ET-AAS a metody ICP-MS
obsahuje 0,69 a 0,91 mg-kg™* kadmia. Legislativni limit EU pro Cd v hotkych ¢okoladach
s obsahem kakaové hmoty > 50 % je stanoven hodnotou 0,8 mg-kg?. Zde by bylo dobré
posoudit pomoci rozsifené nejistoty, jestli mnozstvi Cd, stanovené metodou ICP-MS
skute¢né piekrocuje legislativni limit EU 0,8 mg-kg™. Piirucka Kvalimetrie 15 [49] popisuje
metodiku téchto vypoctl, samotny vypocet vypada nasledovné: Rozsifena nejistota, kterd
ptislusi Cd stanoveném metodou ICP-MS (16,40 %) se vydéli dvéma a vyjde 8,20 %.
Legislativni limit pro Cd v hoikych ¢okoladach s obsahem kakaové hmoty > 50 % je
stanoven hodnotou 0,8 mg-kg™. Po vynasobeni tohoto limitu kombinovanou standardni
nejistotou (0,8:0,082 = 0,066) dostaneme hodnotu 0,066. Tuto hodnotu vynasobime
koeficientem 1,64 (g = k-u = 1,64:0,066 = 0,11) a dostaneme g = 0,11, g je tzv.
ochranné pasmo. Po pficteni (0,114+0,8 = 0,91 mg-kg™?) dostaneme tzv. rozhodovaci mez
0,91 mg-kg™. Stanovené mnozstvi Cd ve 100 % hotké ¢okoladé je také 0,91 mg-kg™ a

mnozstvi Cd neni nad mezi.
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Pro kakaové hmoty byl zvyseny obsah Cd stanoven pouze ve 100 % kakaové hmoté z Peru,
metody ET-AAS a ICP-MS stanovily mnozstvi Cd 0,52 a 0,70 mg-kg™. Legislativni limit
pro obsah Cd ve 100 % kakaovych hmotach ale ve vyse uvedeném ptedpise EU neni uveden.

Nékolik védeckych ¢lankd popisuje korelace nékterych kovii na procentualnim obsahu
kakaové hmoty v ¢okolad¢. Tyto korelace jsou u nékterych kovu (Cd, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb a
Zn) obzvlasté silné, pokud dana ,.Cokoladova fada“ se zvySujicim se procentudlnim
mnozstvim kakaové hmoty pochazi od stejného vyrobce (mé stejny ptvod). V této
diplomové praci jsou takovéto korelace pozorovatelné u Cu, Mg a Zn. Nutno ale dodat, Ze
kazda z analyzovanych ¢okolad byla vyrobena jinym vyrobcem (ma jiny ptavod), jediné dva
analyzované vzorky, které maji stejny puvod jsou 70 % a 100 % kakaova hmota
z Madagaskaru. Je proto velice zajimavé se na tyto kakaové hmoty podivat z pohledu
korelace obsahil kovill na procentudlnim mnozstvi kakaové hmoty. Zvysujici se obsah kovil
muizeme vypozorovat pro Cd, Cu, Fe, Mg, Mn a Zn. Pfi porovnani obsahti kovii v kakaovych
hmotach z Madagaskaru a z Peru je patrné, Ze obsahy téméf vSech kovii s vyjimkou Ni jsou
vyssi ve 100 % kakaové hmoté z Peru. Diivodem je pravdépodobné jiny druh pudy, ktery
zde hraje rozhodujici roli, jak je uvedeno ve védeckém ¢lanku [34]. Kakaovniky, ze kterych
se vyrabi 100 % kakaova hmota z Peru, analyzovana v této diplomové praci pravdépodobné
rostou na sopeéné pud¢, ktera je obecné na kovy bohatsi.

V Cokoladé se nejéastéji stanovuji kovy Cd a Pb, pro jejich vysokou toxicitu, zejména u

déti. Ve védeckém ¢lanku [39] autoti analyzovali 65 % kolumbijské hoiké ¢okolady a zjistili,
7e pramérné se v kolumbijskych 65 % hotkych Sokoladach vyskytuje 4,05 mg-kg™ Cd, coz
je asi 5x vice, nez udava legislativni limit EU. V tomtéz ¢lanku autofi uvadéji i vysledky
stanovovani obsahti Cd v zahrani¢nich ¢okoladach, nejvyssi obsah Cd, a to 3,1 mg-kg™? byl
nalezen v 70 % hoiké okoladé piivodem ze Spanélska. Toto mnozstvi je asi 4x vyssi, nez
udava legislativni limit EU.
Mnozstvi As a Pb, ktera byla stanovena ve vSech ¢okoladach a kakaovych hmotach v této
diplomové praci jsou pod LOQ. Kov As se ve vzorcich ¢okolad stanovuje ziidka, ve
védeckych ¢lancich [40-41,43] je rozsah obsahli As v ¢okoladach 0,006-0,064 mg-kg™. Ve
védeckém ¢&lanku [33] bylo nejvyssi mnozstvi Pb 4,87 mg-kg™ stanoveno ve vzorku kakaa.
Pro analyzované ¢okolady s riznym procentualnim obsahem kakaové hmoty (32-75 %) byl
stanoven rozsah obsahii Pb 0,67-2,45 mg-kg?. Autofi uvadéji, Ze toto mnozstvi je pod
legislativnim limitem 3,0 mg-kg™ pro dopliiky stravy.

Hoi¢ik je pro lidsky organismus velice dilezity makroprvek. V této diplomové praci byl
v ¢okoladach a kakaovych hmotéch stanoven v nejvy$§im mnozZstvi ze vSech stanovovanych
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kovi. Mnozstvi Mg v ,,éokoladové fadé“ (33-100 %) je v rozsahu 812 + 41 az 3071 + 96
mg-kg?, doporuéeny denni pijem Mg &ini 250-300 mg. Hotka Gokolada s vysokym
mnozstvim kakaové hmoty je tedy bohatym zdrojem Mg.

Zelezo je stavebnim prvkem hemoglobinu, ktery hraje kli¢ovou roli v transportu kysliku z
plic do télesnych tkani, a proto je nezbytny pro dychani. V této diplomové praci bylo Fe
stanoveno ve vzorcich ¢okolad a kakaovych hmot. Je velmi zajimavé, Ze nejvySs$i mnozstvi
Fe bylo stanoveno v 56 % hoiké ¢okoladg, a to 125 + 3 mg-kg™, 75 % a 100 % hoika
¢okolada obsahuje Fe pouze v mnozstvi 33 + 3, resp. 32 + 1 mg-kg™. To poukazuje na
moznou kontaminaci Fe béhem samotného procesu vyroby ¢okolady. Autor se V literatuie
s timto problémem nikde nesetkal. Védecka prace [33], kde autofi stanovuji Fe v ¢okolad¢
mluvi o tom, Ze s rostoucim procentualnim mnozstvim kakaové hmoty v ¢okoladé roste i
obsah Fe. Tento trend se ve vysledcich stanoveni Fe metodou ICP-MS nevyskytuje, ovsem
obsahy Fe ur¢ené technikou F-AAS toto tvrzeni potvrzuji.

Dalsi prvek, ktery se ve vzorcich cokolad a kakaovych hmot nachazi ve vyssich mnozstvich
a koreluje s procentualnim mnozstvim kakaové hmoty je Zn. Ten patii mezi prvky, které
maji vyznamny vliv na spravny vyvoj vSech Zivych organizmil. Zji§ténd mnozstvi Zn v
,,cokoladové fad&* (33-100 %) se pohybuji v rozsahu 12,24 + 0,54 az 33,66 = 0,24 mg-kg™,
doporuceny denni piijem Zn je 8-14 mg. Ve v€deckém ¢lanku [33] autofi stanovili rozsah
obsahii Zn v ,,¢okoladové fadé“ (32-75 %) na 4,5-38,1 mg-kg™. Naméteny rozsah obsahti
V této diplomové praci je o néco nizsi, 75 % hoika ¢okolada obsahuje 23,05 + 0,86 mg-kg™
zinku.

Posledni prvek, ktery silné koreluje s procentualnim obsahem kakaové hmoty je Cu. V
tomtéz védeckém c¢lanku [33] autofi stanovili také obsahy Cu v ,,éokoladové fadé (32-75
%), a to v mnozstvi 2,63-16.38 mg-kg™, coz jsou nizsi obsahy, nez byly stanoveny v této
diplomové praci (4,52 +£ 1,38 az 19,11 + 5,85 pro 33-75 % ,,éokoladovou fadu*). Vzorek 100
% hotké ¢okolady obsahoval 21,04 + 6,44 Cu.

Mangan je dilezity stopovy prvek, pokud lidsky organismus dlouhodobé¢ trpi nedostatkem
Mn, zvySuje se riziko vzniku kardiovaskularnich chorob. V této diplomové praci byl Mn
stanoven v rozsahu 5,84 + 0,56 az 25,45 + 2,45 mg-kg™? pro 33-100 % ¢okoladu. Nejvyssi
mnozstvi Mn byly stanoveny ve vzorcich 56 % a 100 % hoiké ¢okolady, ato 14,17 +1,36 a
25,45 + 2,45 mg-kg™. Ve védeckém ¢lanku [33] autofi analyzovali ,,éokoladovou fadu* 32-
75 % &okolad a zjistili, Ze mnozstvi Mn bylo v rozsahu 2,33-22,17 mg-kg*. Dale pozorovali

korelaci mezi zvySujicim se procentudlnim mnozstvim kakaové hmoty a mnozstvim Mn.
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Stejny trend byl pozorovan ve védeckém ¢lanku [50]. Autofi zde analyzovali ,,cokoladovou
fadu* (27-70 %), stanovili rozsah pro Mn 1,7-17,3 mg-kg™ a pozorovali tutéz korelaci. V této
diplomové praci tento trend nebyl u analyzované ,,cokoladové fady* (33-100 %) pozorovan.
V dal$im védeckém ¢lanku [40] autor analyzoval 9 riznych vzorkt ¢okolad, v niz stanovil
rozsah obsahti Mn na 1,91-12,36 mg-kg™. Nutno ale dodat, Ze autor zde neuvadi procenta
kakaové hmoty v analyzovanych ¢okoladach.

Stopové mnozstvi kobaltu je pro ¢lovéka zivotné dulezité, protoze kobalt je stavebni prvek
vitaminu B1o. Kobalt se v ¢okoladach stanovuje velmi ztidka. Podle autorova védomi pouze
ve dvou védeckych ¢lancich [40,44]. V prvné jmenovaném c¢lanku autor uvadi vysledky
stanoveni Co v ¢okoladé v mnozstvich 0,04-0,18 mg-kg™, falr autor vyhodnotil tzv. index
hazardu 1,909 v kakaovych produktech a dosSel k zavéru, ze Castda konzumace téchto
produktd muze vést k nepfiznivym nekarcinogennim vlivim na zdravi. K tomuto indexu
hazardu pftispival z 34,08 % pravé Co. V druhém c¢lanku autofi stanovili Co ve vzorcich
70 % hotké okolady v mnozstvich 0,34-0,52 mg-kg™.

Ni je pro lidsky organismus dulezity ultrastopovy prvek. Nedostatek Ni se projevuje
snizenim koncentrace hemoglobinu v krvi a narusenim funkce jater. V této diplomové praci
byl Ni stanoven v ,,¢okoladové fadé* (33-100 %) v mnozstvi 1,12 + 0,23 az 5,98 + 1,25
mg-kg?. Ve védeckém ¢lanku [42] autofi zkoumali vliv zpracovani vstupnich surovin pfi
vyrobé ¢okolady aZ po samotnou ¢okoladu a zjistili, ze koncentrace Ni v ¢okolad¢ je dana
typem pudy, na které kakaovnik roste. Autofi porovnavali obsah Ni v kakaovych bobech
Z Dominikanské republiky a z Ekvadoru a zjistili, Ze boby z Dominikdnské republiky
obsahuji 7,62 mg-kg™* Ni, oproti tomu kakaové boby z Ekvadoru obsahovaly jen asi tietinu
tohoto mnozstvi (2,54 mg-kg™?). Béhem procesu zpracovani obecné obsah Ni klesa, nejvice
béhem procesu konsSovani, kdy se ptidavaji dalsi ingredience, jako je napt. cukr a kakaové

maslo. Tyto ingredience totiz obsahuji mnohem méné Ni neZ kakaové boby.
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5 Zavér

V této diplomové praci byly zoptimalizovany a zvalidovany metody AAS (F-AAS, ET-
AAS) a ICP-MS pro stanoveni As, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mg, Mn, Ni, Pb a Zn ve
vzorcich c¢okolad a kakaovych hmot. Validace téchto metod byla provedena pomoci nového
matricového certifikovaného referen¢niho materidlu ERM-BD512 (hotka c¢okolada) a
pridavkll standardd na jedné koncentracni Grovni. Pro metodu AAS nebylo akceptacni
kritérium pro preciznost (RSD <20 %) splnéno pro Fe a Mn, stanoveny technikou ET-AAS.
Kritérium pro pravdivost, tedy vytéznost standardnich pfidavka v intervalu 70-130 % pro
standardni piidavek 25 pg-I* a interval 80-120 % pro viechny vy3§i standardni piidavky
(pro Mn 50 ug-I, pro Fe 500 pg-I™t a pro Mg 25 mg-1), nebylo splnéno opét pro Fe a Mn,
stanovené technikou ET-AAS. Pro metodu ICP-MS nebylo akcepta¢ni kritérium pro
preciznost (RSD < 20 %) splnéno pouze pro Fe. Stejné akceptacni kritérium pravdivosti,
jako pro metodu AAS nebylo splnéno pro Fe, Mg a Zn. Nasledn¢ byly vSechny stanovené
kovy vyhodnoceny ve vsech vzorcich ¢okolad a kakaovych hmot.

As a Pb nemohly byt vyhodnoceny, protoze vypocitané LOQ byly vy$$i neZ stanovena
mnozstvi kovil ve vzorcich. Pomoci diive vyvinuté metody ET-AAS [46] se ve vzorcich
¢okolad a kakaovych hmot nepodatily stanovit As a Pb na pozadované urovni nad LOQ.
Aby metoda byla schopna stanovit tyto dva kovy, bylo by tieba zvysit navazku vzorku
z 0,25 g, provést optimalizaci teplotniho programu nebo pouzit superlampu.

Pro Cd byly vnafizeni komise (ES) ¢. 1881/2006 dohledany legislativni limity
v ¢okoladach podle procentualniho mnozstvi kakaové hmoty. Jediny vzorek, ktery ptisluSny
legislativni limit EU pro mnoZstvi Cd piekrocil byla, 100 % hoikd cokolada, ktera
obsahovala 0,91 + 0,15 mg-kg™* Cd (idaj za + je roz§ifena nejistota, k = 2).

Autofi nékterych védeckych praci uvadéji korelace nékterych kovli na procentualnim
mnozstvi kakaové hmoty v cokoladé. Tyto korelace jsou obzvlasté silné, pokud dana
,»cokoladova fada* se zvySujicim se procentualnim mnoZstvim kakaové hmoty pochazi od
stejného vyrobce (ma stejny geograficky pivod). V této diplomové praci byly takovéto
korelace pozorovatelné u Cu, Mg a Zn. Pro doplnéni je ale tfeba uvést, Zze kazda z
analyzovanych ¢okolad byla vyrobena jinym vyrobcem a kakaové boby mély s nejvetsi
pravdépodobnosti i jiny geograficky pivod. Jediné dva analyzované vzorky, které mély
stejny geograficky ptvod, byly 70 % a 100 % kakaova hmota z Madagaskaru. Bylo proto

velice zajimavé porovnat obsahy kovu v téchto kakaovych hmotach a sledovat korelace
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obsahti kovii na procentualnim mnozstvi kakaa. Zvysujici se obsah kovu byl vypozorovan
pro Cd, Cu, Fe, Mg, Mn a Zn.

Dalsi vyzkum v oblasti ¢okolad a kakaovych hmot by se mohl zaméfit na sledovani
korelaci obsahti kovil na procentuélnim zastoupeni kakaovych hmot v ¢okoladé od jednoho
vyrobee (stejny geograficky pivod kakaovych bobil) v mistnich manufakturach v Ceské
republice a celkové na analyzu vétsitho mnozstvi vzorkll. Zajimavé by také bylo zanalyzovat
razné exotické druhy cokoladd napi. Cokolddy s moiskou soli, slanym karamelem nebo
vybranym druhem kofenim a sledovat zmény v mnozstvi kovi oproti cokoladam bez téchto

primési.
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7 Piilohy

7.1 Obrazky nékterych analyzovanych vzorki
Piiloha I Analyzovana cokolada ,, Milka bila cokolada* [51]

Chocolate

Piiloha III Analyzovana cokolada ,, Nina chocolate horka cokolada 56 %

T !
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Piiloha 1V Analyzovand cokoldada ,, Papua Nova Guinea 75 % tmavd c¢okolada *“ [53]
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Priloha V Analyzovana cokolada ,, Ekvador 100 % Mono Bravo Arriba Nacional tmava
Cokolada ** [54]
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Piiloha VI Analyzovana cokoldada ,, cokoladova euromince * [55]

Pro vSechny tfi vzorky kakaovych hmot v ptilohach obrazky chybi.
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7.2 Data z méreni vzorku ¢okolad a kakaovych hmot

Piiloha VII Cast experimentdinich dat z techniky F-AAS

vzorek Cu Fe Mg Zn Mn
56% HC1 11,4458 | 130,1205 | 1621,4859 | 18,4739 X
56% HC2 11,1356 | 126,0032 | 1650,2809 | 19,1613 X
56% HC3 10,5494 | 133,7580 | 1686,9029 | 18,9092 X
56% HC4 10,2451 | 126,1551 | 1647,2479 | 14,1623 X
56% HC5 10,4208 | 130,0601 | 1763,5271| 21,5431 X
56% HC6 10,3705 | 133,9106 | 1636,1257 | 24,4664 X
56% HC spikel |13,3626 |177,7024 |3958,9150 | 18,2489 X
56% HC spike2 |13,4892|179,2566 |4036,7706 | 21,4828 X
56% HC spike3 |13,8666 |190,0121 | 3928,8585 | 25,6230 X
56% HC spike4 |13,7385|270,2797 | 3905,9366 | 24,6691 X
56% HC spike5 |13,2523|107,7122|1081,1080 | 19,0315 X
56% HC spike6 |13,6109 |108,6869 |1025,8207 | 18,4147 X
CRM HC1 14,4192 | 66,3079 |1929,3258 | 25,7920 X
CRM HC2 15,1816 | 63,9898 |1958,0023 | 25,2554 X
CRM HC3 12,0017 | 69,6528 | 1837,7625 | 22,2889 | 13,1805
CRM HC4 12,3011 | 69,9223 |1854,4210 25,3422 | 13,2260
CRM HC5 11,9454 | 51,6212 |1125,2133|18,7713|14,2918
CRM HC6 12,0985 | 50,0626 |1089,9040 | 18,6692 (13,7672

pozn. X znamena, Ze dany kov nebyl ve vzorcich stanoven
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Priloha VIII Cast experimentdlnich dat z techniky ET-AAS

vzorek Cd Cr Mn Ni Pb

56% HC1 0,1117(2,0922 | 7,6187 |2,3121|0,0829
56% HC2 0,1134 (12,1634 | 7,5759 |2,1389|0,0343
56% HC3 0,1270(2,1757 | 7,6265 |2,0082|0,0469
56% HC4 0,09881,8622 | 6,0327 |3,0654|0,0792
56% HC5 0,1145|1,7441| 6,2847 |2,4633|0,0517
56% HC6 0,1072|1,6356 | 6,1464 |2,5613|0,0928
56% HC spikel |2,0717|4,4843| 8,9578 |4,6739|2,7058
56% HC spike2 |2,12194,5092 | 8,8023 [4,7013|1,9868
56% HC spike3 |2,2003|4,8648 | 8,2017 [5,0195]|2,3421
56% HC spike4 |2,3597|6,1883| 8,4641 |4,4282|2,6350
56% HC spike5 |2,0770|5,2975| 7,2054 |4,3530(2,2716
56% HC spike6 |2,13394,7265| 7,2286 |4,3062|2,4346
CRM HC1 0,2053| ND ND [2,7138| ND

CRM HC2 0,1964 |0,3583|12,1344|2,1039| ND

CRM HC3 0,2593(0,4898|11,1347|2,6873|0,0010
CRM HC4 0,25410,6307 10,0702 |2,6250| ND

CRM HC5 0,2036 (0,5671 | 8,5555 |1,5774|0,0956
CRM HC6 0,2063(0,6219 | 8,8257 |1,8111|0,1257

pozn. ND znamen4, Ze kov nebyl detekovan
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Priloha I1X Cast experimentdlnich dat z metody ICP-MS

vzorek As | Cd [Co| Cr | Cu Fe Mg Mn | Ni | Pb | Zn
56% HC1 ND | 0,15 (0,32]1,75(12,37 (123,66 | 1680,76|13,83 (2,67 | 0,06 | 19,25
56% HC2 ND | 0,15 [0,33(1,77(11,96|119,74(1900,17 [14,04|2,59| 0,05 | 19,87

56% HC3 ND | 0,15 [0,32]1,82|12,39(122,62(1785,16|14,20(2,67| 0,04 | 19,61

56% HC4 0,01 | 0,14 {0,32(1,97(12,48|127,17(1813,24(14,26|2,73| 0,05 | 17,26

56% HCS 0,01 | 0,24 |0,33|1,87(12,79(129,19|2341,73(14,61(2,75| 0,04 | 18,01

56% HC6 0,01 | 0,14 {0,32(1,86(12,52|126,02(1726,06 14,07|2,68| 0,04 |19,89

56% HC spl | 2,79 | 2,96 |3,06|4,15]|14,99(169,37|5391,51|19,71|5,27 | 2,48 | 22,98

56% HCsp2 | 2,78 | 2,99 |3,17 4,13 (15,37 (173,95|4979,70(19,66 (5,40 | 2,51 | 24,04

56% HC sp3 | 3,41 | 3,47 (3,86|4,85|15,72(182,16|6257,08|20,70|5,79| 2,87 | 22,00

56% HC sp4 | 3,25 | 3,42 |3,80|4,80(16,00(262,47|4924,54 (20,64 (5,86 | 2,82 | 21,26

56% HC sp5 | 3,06 | 2,79 (2,72|4,21|13,97(131,87|1863,22|14,41|4,68| 2,66 | 27,50

56% HC sp6 | 3,06 | 2,86 |2,78|4,26(13,95(133,20|1861,89 (14,28 (4,64 | 2,69 | 25,33

CRM HC1 0,01 | 0,27 |0,32]10,56 13,67 67,39 X 14,6112,37| 0,01 | 22,45

CRM HC2 0,001| 0,27 |0,32]0,56 14,02 | 69,76 X 15,30( 2,410,004 | 22,69

CRM HC3 0,02 | 0,29 |0,39|0,84 (14,36 64,31 |2373,67(14,25(2,86| 0,02 | 22,97

CRM HC4 0,02 | 0,30 {0,40(0,85(14,82| 66,82 [2316,85(14,86|2,93| 0,02 | 25,36

CRM HC5 0,03 | 0,27 {0,35(0,77|13,49]| 65,62 [2130,10(14,84|2,58| 0,05 | 25,36

CRM HC6 0,02 | 0,29 |0,34]0,79(13,24| 65,62 |2150,17(14,66(2,53| 0,02 | 25,58

pozn. X znamena, ze dany kov nebyl ve vzorcich stanoven
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