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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva stanovenim mikroprvki (Cd, Co, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb a Zn)
v mléce pomoci optické emisni spektrometrie s indukén€ vazanym plazmatem (ICP-OES) po
extrakci technikou difuzniho gradientu v tenkém filmu (DGT) za pouziti sorpéniho gelu
obsahujiciho sorbent Chelex 100 a agar6zového difuzniho gelu. Optimalizace techniky DGT
v modelovych roztocich kovii probéhla pomoci doporucovanych zakladnach testi. Poté byla
ovéfena vykonnost techniky DGT v matrici ziedéného mléka. Pii analyze realného vzorku
mléka byl stanoven pouze Zn o koncentraci 3,74 +0,02 mg/l. Ostatni mikroprvky
v pfipraveném eluatu byly na hranici nebo pod limitem detekce instrumentalni metody.
Dosazené vysledky byly porovnany s analyzou mléka po mikrovinné digesci na ICP-OES,
avSak i tyto vysledky se nachazely pod limitem detekce pristroje. Naméfen byl pouze Zn
o koncentraci 3,91 = 0,16 mg/1. Pro budouci analyzu vybranych mikroprvka v mléce technikou
DGT je tieba dalsi optimalizace prekoncentracni techniky, piip. pouziti citlivejsi instrumentalni
metody.

ABSTRACT

This thesis is focused on determination of microelements (Cd, Co, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb a Zn) in
milk by optical emission spectrometry with inductively coupled plasma (ICP-OES) after
extraction by Diffusion Gradients in Thin films technique (DGT) containing Chelex 100 resin
gel and agarose diffusion gel. The optimalization of DGT in model metal solutions was verified
by recommended basic tests. The performance of the DGT technique in the diluted milk matrix
was verified. By DGT technique was determined only Zn in real milk matrix with concentration
3,74 + 0,02 mg/1. The other microelements in the prepared eluate were at or below the limit of
detection of the instrumental method. The obtained results were compared with the analysis of
milk after microwave digestion by ICP-OES. However, these results were below the detection
limit of the device too, only Zn with concentration 3,91 0,16 mg/l was measured. For the
future analysis of the selected microelements in milk by DGT technique, further optimization
of the preconcentration technique is required, or use of a more sensitive instrumental method.
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1 UvVOD

Miéko je konzumovano po celém svéte uz po tisice let. Jeho produkce €ini pres 500 miliont
tun — mléko se tak stalo jednou z hlavnich slozek mezinarodniho obchodu. Z nutri¢niho
hlediska mléko predstavuje téméf kompletni zdroj zivocisnych bilkovin, tukt, sacharida
a mineralnich latek. Co se ty¢e obsahu mineralnich latek je mléko bohaté predev§im na vapnik,
draslik, chlor a fosfor, ale obsahuje i mnozstvi mikroprvka jako je zinek, zelezo, méd’ a mangan.
Vsechny tyto kovy se v ur¢itém mnozstvi podili na vyvoji a rastu ¢lovéka a na spravném
fungovani metabolismu lidského organismu. Jakykoliv nedostatek ¢i nadbytek téchto
zakladnich prvkd muze vést k naruseni zakladnich funkci organismu.

Krome vysSe zminénych prvkt se do mléka vlivem prumyslovych a zemédé€lskych procesu
muze dostavat stopovych prvkd, Casto oznaCovanych za toxické. Nadbytek t€chto kovi v mléce
pak predstavuje znacné riziko, i proto, zZe je konzumovano i détmi. Proto je dulezité provadét
kontroly potravin za i€elem zachovani jejich bezpe¢nosti.

Analyza téchto stopovych prvkd vcetné mléka vSak vyzaduje pouziti vysoce citlivych
technik — pii analyze mléka se nejvice vyuziva spektrometrickych technik jako je ICP-OES
a ICP-MS. Pii pifimé analyze mléka se jako problematicka jevi komplikovana matrice, ktera
muize zpusobit spektralni ¢i nespektralni interference. Pro odstranéni matrice mléka se proto
vyuziva rozkladi na suché a mokré cesté. Tyto postupy jsou vSak pomémeé Casové narocné
a pouziti riznych Cinidel mize vést ke kontaminaci vzorku. Dal§i moznosti separace analyti
od komplikované matrice jsou extrak¢ni techniky.

Jednou z extrak¢nich technik je také technika difizniho gradientu v tenkém filmu (DGT),
ktera umoziuje separaci a prekoncentraci analytt ze slozité matrice na stopové az ultrastopové
urovni. Diky tomu je schopna snizit citlivost bézné pouzivanych technik pro stanoveni kovu.
Prvni vyuziti technika DGT nalezla v environmentalni analyze, ale v poslednich letech si nasla
uplatnéni 1 v analyze potravin napf. pfi stanoveni olova v sdjovych omackach nebo rtuti
v rybich omackach.

Cilem této diplomové prace je aplikovat techniku DGT za pouziti sorpCniho gelu se
zakomponovanym sorbentem Chelex 100 pro stanoveni vybranych mikroprvki v mléce
s naslednou detekci na ICP-OES.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Miéko

Miléko je tekutina vyluCovana mléénymi zlazami samic savcll, primarné uréena pro vyzivu
svych mlad’at. Z vyzivového hlediska mléko dodava energii i vSechny potfebné ziviny ve
snadno stravitelné formé pro rychly rist a vyvoj novorozencu. Z fyzikalné-chemického
hlediska je mléko polydisperzni systém, jehoz slozky se nachazi ve tfech fazich — emulzni,
koloidni a molekularni. Emulzni faze je tvofena mléCnym tukem nachazejicim se ve forme
tukovych kapének. Hlavni mléénou bilkovinou je kasein, ktery predstavuje koloidni
disperzi. V molekularni disperzi jsou pfitomny sacharidy, vitaminy, dusikaté latky, mineralni
latky a plyny [1, 2, 3].

2.1.1 Slozeni mléka

Zastoupeni jednotlivych slozek mléka je proménlivé a zavisi na né€kolika faktorech — na vyzive,
zdravotnim stavu a véku zvitete, ale 1 napf. na zméné rocniho obdobi nebo stadiu laktace [2, 4].
Primérné slozeni mléka je uvedeno v tabulce 1.

Tab. 1 Priumérné zdakladni sloZeni kravského miéka [4]

Hlavni slozka Zastoupeni [%]
Voda 87,0
Laktoza 4,0-5,0
Tuky 3,0-4,0
Bilkoviny 3,0
Mineralni latky 0,8
Vitaminy 0,1
2.1.1.1 Voda

Nejvice zastoupenou slozkou mléka je voda, ktera je jeji nezbytnou soucasti. Vyskytuje se ve
ttech fazich — volna voda, ve které jsou rozpustény slozky jako soli, glycidy; voda vazana na
koloidy (tvoii pouze asi 3 %) a siln€ vazana krystalicka voda [5].

2.1.1.2 Sacharidy

Ze sacharidii je v mléce obsazen z 99 % disacharid laktoza (redukujici cukr slozeny z D-
glukozy a D-galaktozy), ktery slouzi predevsim jako zdroj energie, podporuje absorpci vapniku
a dodava mléku nasladlou chut. Ve stopovych mnozstvich je zastoupena i glukoza, galaktoza,
fruktéza, glukosamin, galaktosamin a kyselé a neutralni oligosacharidy [3].

2.1.1.3 Tuky

Tuk je v mléce dispergovan ve formé tukovych kapének a vytvari emulzi olej ve vodé.
V mlécném tuku se nachazi 97-98 % triacylglycerolt, zbylé mnozstvi predstavuji
diacylglyceroly (0,3 %), monoacylglyceroly (0,03 %), volné mastné kyseliny (0,1 %),



fosfolipidy (0,8 %), steroly (0,3 %), karotenoidy a vitaminy rozpustné v tucich (ve stopovém
mnozstvi). Mastné kyseliny obsazené v mlécném tuku jsou ze 70 % nasycené (predevsim
palmitova, miristova, stearova) a z 30 % nenasycené (nejvice olejovd, méné linolova,
linolenova). Mlécny tuk je hlavnim energetickym zdrojem pro vyzivu, a podili se na
senzorickych a reologickych vlastnostech mléka [1, 3, 4].

2.1.1.4 Bilkoviny

Bilkoviny mléka se déli na rozpustné a nerozpustné bilkoviny. Nerozpustné bilkoviny — kaseiny
zaujimaji 80 % frakce mléénych bilkovin. Zbylych 20 % ptedstavuji rozpustné bilkoviny,
oznaCované jako syrovatkové. Obé tyto bilkoviny jsou dobie stravitelné a povazované za
vysoce kvalitni zdroj aminokyselin [2, 4].

Hlavni funkci kaseint je vazba mineralnich latek, pfedevsim vapniku a fosforu. Kaseiny lze
rozdélit na as1- , as2- , B- a k-kasein. Navzajem se odlisuji obsahem aminokyselin, elementarnim
slozenim a hodnotou izoelektrického bodu. Chemicky se fadi mezi fosfoproteiny a jsou schopny
se shlukovat do komplex(i a micel. Mezi hlavni proteiny syrovatkovych bilkovin se fadi o-
laktoalbumin (40 %), B-laktoglobulin (20 %), imunoglobuliny a sérovy albumin. Maji
globularni charakter a fadi se k hydrofilnim koloidim. Pfi zahfevu nad teplotu 80 °C denaturuji
a ziskavaji tak schopnost vazat t€zké kovy pomoci thiolovych skupin. V minoritnim zastoupeni
k bilkovinam mléka se déle fadi laktoferin, transferin, kininogen a dalsi [3].

2.1.1.5 Vitaminy

Mléko se vyznaCuje bohatym zastoupenim vitamind. Z vitamini rozpustnych v tucich se
v mléce nachézeji vitaminy A, D, E a K. Jejich mnozstvi zavisi pfedev§im na obsahu mlécného
tuku. Maji nezastupitelnou roli v lidském organismu, kde se podileji na procesech zrakového
vjemu nebo krevniho srazeni, v mléce se vyskytuji pouze ve stopovych mnozstvich. V jisté
mife se v mléce vyskytuji i vitaminy rozpustné ve vodé (Bi, B2, B3, Bg, Bi2 a vitamin C).
Hydrofilni vitaminy jsou dulezitymi kofaktory v nékolika metabolickych procesech. Jejich
ptiblizné mnozstvi v mléce zaujima 0,05-0,14 mg/100 g [3, 4, 6].

2.1.1.6 Minerdlni latky

Mineralni latky v mléce zaujimaji 0,8 % z celkového slozeni mléka a vyskytuji se v nékolika
chemickych formach — ve formé anorganickych ionti a soli, nebo se vazou na organické
molekuly (bilkoviny, tuky, sacharidy a nukleové kyseliny). V metabolismu maji fadu
dulezitych fyziologickych funkci, kde se uplatiiuji napt. jako soucasti strukturnich slozek tkani,
enzymu a dalSich biologicky dulezitych molekul. Obsah mineralnich latek v mléce vSak neni
konstantni a méni se v zavislosti na vyzivé zvifete, podminkach zivotniho prostfedi nebo
genetickych faktorech [2, 7].

Miléko je predevsim hlavnim zdrojem vapniku, drasliku a sodiku. V mléce se vyskytuji ve
formé soli kyseliny citronové a fosfore¢né. Prevazna ¢ast vapniku se vaze na kaseiny, zbylé
mnozstvi je vazano na a-laktoalbumin nebo se nachézi v rozpustné forme jako citrat vapenaty.
Sodik a draslik jsou z velké ¢asti pfitomny v pravém roztoku ve formé ¢astecné disociovanych
soli. K dal§im makroprvkiim mléka se tadi fosfor, ktery se vyskytuje pfedevsim v organické
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formé vazany na kasein, ¢astecné se taky vyskytuje jako anorganicky fosfat. V neposledni radé
1ze v mléce najit hoicCik a chlor. Tabulka 2 uvadi jejich zastoupeni v kravském mléce [3].

Ve stopovém mnozstvi se v mléce vyskytuji dalsi prvky jako zelezo, zinek, méd’, mangan,
jod, fluor, selen, kobalt, chrom, molybden, nik, kiemik a bor (Tab. 3). Tyto prvky se oznacuji
jako mikroprvky a v metabolismu clovéka hraji pfevazné nutricni roli a jsou soucasti
katalyzatort pro chemické reakce [2, 3].

Tab. 2 Priimérné mnozstvi makroprvkii v kravském mléce [2]

Koncentrace Koncentrace
Prvek Koncentrace [mg/l] Prvek Prvek
o/ [mg/1] [mg/1]
K 1 360 Cl 970 Na 530
Ca 1120 P 890 Mg 100

Tab. 3 Priimérné mnozZstvi mikroprvkii v kravském mléce [2]

Prvek :i(l);l;]entrace Prvek E{;l/ll;entrace Prvek E{;l/ll;entrace
Fe 0,50 I 100-770 Cr 2,0

Zn 3,90 F 20 Ni 26,0

Cu 0,09 Se 10,00 Mo 50,0

Mn 0,03 Co 0,50 Si 3 000,0

2.2 Charakteristika vybranych stopovych prvku

2.2.1 Esencialni prvky

Nekteré kovy se v potravinach vyskytuji pfirozené, to znamena, ze se do potravin dostaly
v dasledku kolobéhu prvka v pfirod€ a jejich pfirozenym rozSifenim v riznych castech
biosféry. V takovém piipade se oznacuji jako esencidlni a v charakteristickych koncentracich
zastupuji vyznamné role v metabolickych drahach. Pti nedostatecném mnozstvi mohou vyvolat
poruchy v metabolismu lidského tela. V pfipadé, ze se v potravinach vyskytuji
ve vysokych koncentracich, mohou tyto prvky vyvolat toxické ucinky. Pak tyto latky
oznacujeme jako kontaminujici. K témto prvkam se fadi hlavné Fe, Zn, Cu, Mn, Co a Ni. Jejich
zastoupeni v mléce je zobrazeno v tabulce 4 [6, 8, 9, 10].
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Tab. 4 Zastoupeni stopovych prvkii v kravském mléce (syrovém a pasterovaném) a jejich doporucenda
denni davka (DDD) [2, 6, 15]

Koncentrace Koncentrace
Prvek v syrovém mléce v oSetfeném DDD [mg]
[mg/l] mléce [mg/1]
Fe 0,72 0,80-11,84 10-15
Zn 0,98 0,48-1,54 10-12
Cu 0,17 0,08-0,16 1,5-3,0
Mn 0,08 0,04-0,09 2-5
Co nemeéreno 0,000 5 nemereno
Ni 0,04 0,04-0,05 0,1-0,5

Zelezo

Zelezo je zasadni stopovy prvek pro lidsky organismus. Nachazi se jako soulast proteind
hemoglobinu, myoglobinu a cytochromu, kde se uc€astni pfenosu, vyuziti a ukladani kysliku.
Nedostatecny piijem zeleza v dietarni davce miZze zpisobovat anémii a sniZeni imunity, naopak
nadméry piijem zeleza (>1 000 mg/den) vede az k poskozeni jater [2, 6].

V mléce se zelezo vaze na tuky, bilkoviny a jiné molekuly. Ze 14 % se Zelezo vaze na
membranu tukovych kuli¢ek, z 53 % na kaseiny a syrovatkové bilkoviny. 32 % zeleza je
spojeno s nizkomolekularnimi latkami v mléce [2, 5].

Neékteré potraviny mohou byt obohacovany pravé o zelezo z divodu dosazeni dostatecného
pfijmu zeleza potravou, k tomuto procesu se vyuziva slouCenin Zeleza jako jsou sirany,
fosforecnany ¢i uhli¢itany, ale 1 napfiklad elementarni zelezo. NejCasteji fortifikovanymi
potravinami jsou mlééné vyrobky, predevsim pak vyrobky urCené pro nahradni kojeneckou
vyzivu [6].

Zinek

Zinek se vyskytuje v té€le dospélého Cloveka v mnozstvi 1,4-3,0 g, nejvice ve svalové hmoté
a kostech. V organismu se nachazi jako soucast vice nez 200 riiznych druhti enzymu, které jsou
nezbytné pro katalytické funkce v téle. Nedostatek zinku ve stravé muze vést ke ztraté€ chuti,
vypadavani vlasu a nehtt, u déti vede dokonce k pomalejSimu rastu. V pripadé vysokych davek
je zinek toxicky a drazdi sliznici traviciho ustroji [6].

Prevazna distribuce zinku v mléce se nachazi v bilkovinné frakci, zejména v kaseinech (1/3
volné vazana v kaseinovych fosfoserinovych reziduech, 2/3 pevné vazany na koloidni
fosfore¢nan vapenaty). 1-3 % zinku se nachazi v lipidové frakci [2].
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Meéd’

Med je jednim ze stopovych prvkd, ktery je esencialni pro vSechny organismy. Zastoupeni
meédi lze nalézt v enzymech jako jsou hydroxylazy, superoxiddismutazy, aminoxidazy a jiné.
V potravinach se méd vyskytuje ve vys§i davce v jatrech, syrech nebo Cerném caji
(10-33 mg/kg). Naopak nizky obsah meédi obsahuje mléko (0,05-0,20 mg/kg). Deficit médi
muize postihnout funkci imunitniho systému ¢i centralniho nervového systému, ale nedostatek
meédi u lidi je spiSe vzacny. Denni davka medi je dulezita, protoze je nezbytna pro efektivni
vyuziti zeleza [6, 11].

Témér vétSina médi je vazana na nizkomolekularni latky a kaseiny mléka. Pouze 8 % je
vazano na syrovatkové bilkoviny a 2 % se nachazi v tukové frakei [2].

Mangan

Mangan je dilezitym kofaktorem fady enzymu jako je napf. arginaza a pyruvatkarboxylaza,
ktera je jednim z dualezitych enzymui pfi biosyntéze sacharidii. Manganaté ionty jsou soucasti
hydroléaz, kinaz nebo glykosyltransferaz. Nejvy§si mnozstvi manganu v lidském téle 1ze nalézt
hlavné v kostech, jatrech a ledvinach, méné v mozku a slezin€. Nedostatek manganu
v organismu je dulezity pouze z dlouhodobého hlediska, kdy mize zpusobit zpomaleny rist
nebo abnormalni vyvoj kosti. Vysoké davky manganu muzou zpusobit anémii, ale otrava
manganem je velmi malo pravdépodobna [6].

V potravinach se mangan nachazi prevazné ve formé manganatych iontt nebo labilnich
komplexti. V mléce je distribuce manganu nasledujici: 67 % je vazano na kaseiny, 14 % na
syrovatkové bilkoviny, 18 % na nizkomolekularni latky a 1 % se nachézi v tukové frakci [2, 6].

Kobalt

Nezbytnym prvkem je pouze pro prezvykavce, bakterie a fasy. U lidi je dilezity jako soucast
vitaminu Bi2 (kyanokobalaminu). Toxicita kobaltu zpusobuje kardiovaskularni
a bronchopulmonalni u¢inky. Distribuce kobaltu v mléce a jeho chemické forma nebyla dosud
dostateCné popsana [2, 6, 11].

Nikl

V malém mnozstvi je nikl dilezitym kofaktorem nékterych enzyma, dale se mlize Gcastnit pfi
vstiebavani zeleza. SlouCeniny niklu zpusobuji podrazdéni kuze, tetrakarbonyl niklu je vysoce
toxicka a karcinogenni latka, ktera je lehce vstfebavana plicemi. V potravinach se mohou
vyskytovat vyssi hladiny niklu v dusledku skladovani v kovovych nadobach. O vazbé niklu
a jeho chemické formé& v mléce nejsou vedeny dostacujici informace [2, 6].

2.2.2 Toxické prvky

Ostatni stopové prvky vstupuji do potravniho fetézce v dusledku Cinnosti lidi. Zejména
z prumyslovych a zemédélskych procest. Jsou to latky toxické a mohou vyvolat skodlivé
ucinky na lidské zdravi v dusledku jejich bioakumulace v lidskych tkanich. V kravském mléce
bylo detekovano napt. olovo, arsen, kadmium a chrom (Tab. 5) [9, 12].
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Tab. 5 MnozZstvi téZkych kovii v syrovém kravském miéce [12]

Prvek Koncentrace v mléce [ng/l]
Pb 0,030-10,460
Cd 0,010-0,270
Cr 0,020-5,010
As 0,002—-1,530
Olovo

Ke znecisténi mléka olovem piispiva fada faktor( (zneCisténa krmiva, klimatické faktory
pesticidy), z nichz nejdilezitéjsim zdrojem kontaminace je voda. V piirodnich vodach bylo
detekovano 5 pg/l olova, pro pitnou vodu je maximalni hranice koncentrace olova 10 pg/l. Pro
syrové mléko, tepelné osetfené a pro mléko na vyrobu mléénych produktl je stanoveny limit
0,020 mg/kg Cerstvé hmotnosti [6, 10, 14].

Olovo zpusobuje poskozeni centralniho nervového systému, anémii a poskozeni ledvin. Je
zvlasté nebezpecné pro Zeny v prenatalnim obdobi, kdy mlze prostoupit placentou a zpusobit
potrat. K otravam olova dochazi ale velmi malo, vzhledem kjeho nizkym koncentracim
v potravinach [10, 13].

Kadmium

V zivotnim prostiedi se kadmium vyskytuje prevazné v pudach, sedimentech a moiské vode.
Hlavnim zdrojem kontaminace potravin kadmiem pochazi z fosforeCnanovych hnojiv, ve
kterych se koncentrace kadmia pohybuje mezi 2 az 100 mg/kg. Obecné 30 % celkové zatéze
kadmiem pochazi z zivo¢isnych produktt a 70 % z rostlinnych [8, 10].

Nadmérmy pfijem Cd ve stravé zpusobuje zhorSenou funkci ledvin, poskozuje jatra
a pohlavni organy. Vykazuje taky karcinogenni a teratogenni uc¢inky [13].

2.3 Metody stanoveni prvka v mléce

Pro zhodnoceni kvality mléka se analyzuji mikroprvky jako je Al, Pb, Cd, Cr, Cu, Fe, Hg, Mg,
Mo, Mn, Ni, P, Sb, Si, Sn, Zn a Ti. Nejbézn¢ji pouzivanymi technikami pro prvkovou analyzu
jsou atomova absorpcni spektrofotometrie, opticka emisni spektrometrie s indukéné vazanym
plazmatem (ICP-OES) a hmotnostni spektrometrie s induk¢né vazanym plazmatem (ICP-MS)
[15, 16].

Vybér vhodné instrumentalni techniky zavisi predevS§im na typu meéfeného vzorku, na
predpokladané koncentraci a druhu analytu ve vzorku, ale také na ¢asové naro¢nosti analyzy,
nakladech a dostupnosti instrumentalni techniky. Tabulka 6 uvadi souhrn charakteristik
nejpouzivangjsich technik [2].
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Tab. 6 Souhrn analytickych vykonnostnich charakteristik technik pouZivanych pri analyze mléka a

mlécnych vyrobkii [2]
. Vliv .
Objem . . Presnost
) LOD Multielementiarni  matrice Spektralni .
Technika vzorku . méreni (%
[ng/ml] analyza vzorku na interference
[ml] , RSD)
analyzu

F-AAS 5-10 1-10° Potencialné Velky Malé 0,5-1,0
ET-AAS  0,01-0,10 102%10" Potencialné Mirny Malé 3,0-5,0
ICP-OES 1-10 20°'-10! Ano Maly Velké 0,5-1,0
ICP-MS 1-10 10°3-102 Ano Mirny Vyznamné 1,0-3,0

Atomova absorpéni spektrometrie

AAS je nejbéznéji pouzivanou metodou pro predevsim jednoprvkové stanoveni 60 az 70 prvka
periodické tabulky v mnozstvi od jednotek pg/l az po desetiny g/l. Zakladnim principem je
absorpce zafeni volnymi atomy sledovaného analytu v zdkladnim energetickém stavu
vznikajicich v atomizérech. Nevyhodou techniky jsou chemické a fyzikalni interference
(nespektralni interference). Spektralni interference jsou u dané techniky spiSe vzacné [17, 18].

Plamenova atomova absorpcni spektrometrie (F-AAS) je relativné jednoducha metoda, ktera
vyuziva k atomizaci vzorku plamen nejCastéji tvoreny smesi acetylenu a vzuchu a umoziuje
pfimou analyzu kapalnych vzorkd. Nevyhodou techniky je nemoznost meéfeni vice prvki
beéhem jedné analyzy. Je vSak vhodnou a ¢asto vyuzivanou technikou pro stanoveni Ca, Cu, Fe,
Mg, Mn a Zn v mléce [2].

Naproti tomu atomova absorpcni spektrometrie s elektrotermickou atomizaci (ET-AAS)
provadi atomizaci vzorku v grafitové trubici, je schopna pfimo analyzovat vzorky v pevném
skupenstvi, poskytuje nizsi detekéni limity a pro analyzu vyzaduje malé mnozstvi vzorku (viz
tabulka 6). Nevyhodou techniky je ¢asova naroCnost analyzy, ktera se pohybuje v fadu minut,
vétsi vliv spektralnich interferenci nez u F-AAS a nizsi linearni dynamicky rozsah. Z téchto
divodu je vice pouzivanou technikou F-AAS [2, 18].

Hmotnostni spektrometrie s indukcéné vazanym plazmatem (ICP-MS)

ICP-MS je nejrozSifenéjsi analyticka technika pro kvantitativni stanoveni stopovych
a ultrastopovych koncentraci téméf vSech prvka periodické tabulky. Je to rychla a citliva
technika umoziujici mutielementarni analyzu, diky ¢emuz poskytuje uplnou informaci o daném
vzorku. Problémy u této techniky pfedstavuji spektralnimi i nespektralnimi interferencemi.
ICP-MS je schopna také provadét izotopovou analyzu a detekovat nekovové prvky, coz se
uplatiiuyje pro stanoveni fosforu a jodu v mléce. ICP-MS nachazi uplatnéni nejen
v analyze potravin, ale i zivotnim prostiedi [17].

Principem techniky je pfevedeni molekul vzorku na ionty viontovém zdroji za dodani
energie. Nasledné jsou vzniklé ionizované Castice separovany podle poméru m/z
(hmotnost/naboj) v separatoru iontd, nejCastéji v kvadrupolu. Vybrané ionty dopadaji na

15



detektor, kde dochazi k zesileni signalu v elektronovém nasobici a vysledny signal je zpracovan
pocitacem [18].

2.3.1 Opticka emisni spektrometrie s indukcéné vazanym plazmatem (ICP-OES)

Optickd emisni spektrometrie sindukéné vazanym plazmatem (ICP-OES) je jedna
z nejrozsifengjSich technik pro stopové stanoveni prvk( pievazné v zivotnim prostiedi
a potravinach, ale i v biologickych vzorcich a ropnych produktech. Vyhodou techniky je
schopnost multielementarni analyzy vice nez 70 prvka periodické tabulky, rychlé stanoveni
vzorkli (10'-10% /hod), Siroky linearni rozsah (5-6 tadi), presnost méfeni (0,5-2,0 % RSD),
spravnost méfeni (=1 % RSD), automatizovany provoz s pouzitim programovanych davkovaci.
K nevyhodam techniky se fadi vysoké pofizovaci a provozni naklady, interference matrici
vzorku [18, 19, 20].

2.3.1.1 Princip

Technika optické emisni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem vyuziva jevu emise
fotonu pii prechodu elektronu ze zakladniho do vyssiho energetického stavu v atomu. Energie
fotonu je charakteristicka pro dany prvek a mnozstvi vyzafenych fotont je imérné koncentraci
tohoto prvku [21].

2.3.1.2 Instrumentace

Technika ICP-OES vyuziva relativné jednoduché instrumentace: zmlzovace a mlzné komory,
ve kterych dochazi k tvorbé aerosolu. Ten je nasmérovan do indukcéné vazaného plazmatu
(ICP), ve kterém se udrzuje teplota az 10 000 K. Plazma umoziluje odpafeni matrice aerosolu,
atomizaci prvku a excitaci elektronti v atomu, nasledné jejich deexcitaci do zakladniho stavu
pii emisi fotonu. Fotony jsou shromazd’ovany v optickém zafizeni, kde dochézi k separaci
fotont urcité vinové délky pomoci monochromatoru. Fotony urcité vinové délky jsou poté
pievedeny na elektricky signal fotodetektorem a ten je zobrazen i uloZzen do osobniho pocitace
(Obr. 1) [22].

2.3.1.2. 1 ZmlZovace

V technice ICP-OES se nejc¢astéji vyuzivaji dva typy zmlzovaca — pneumatické a ultrazvukové.
Oba zmlzovace slouzi k pfeméné kapalného vzorku na aerosol, ktery je nasledné transportovan
do plazmatu. Pneumatické zmlzovale vyuzivaji vysokorychlostni proud (1 1/min) argonu
k vytvoreni aerosolu, avSak do plazmatu se dostava velmi mala ¢ast ze vzorku, jen asi 5 %,
zbytek z objemu vzorku odtéka do odpadu. Jeho prednosti je jeho stabilita a jednodussi pouziti,
zatimco ultrazvukové zmlzovace se vyznacuji vyssi ucinnosti asi 20 %, ¢imz zvysuji i citlivost
pristroje. Jejich nevyhodou jsou matricové efekty a vyssi pofizovaci naklady. Principem
ultrazvukovych zmlZzovacu je tvorba aerosolu ultrazvukovou oscilaci pomoci piezoelektrické
desticky, jsou tak nezavislé na pratoku plynu [22, 23].

Mezi zmlzovaC a hotdkem je umisténa je§t¢ mlzna komora, kterd odstranuje prilis velké
kapicky z aerosolu a umoznuje tak vstup do plazmatu pouze asi 8 um (v primeéru) jemnych
kapicek. Piipadné mize mlzna komora tlumit vznikajici pulzy pfi rozpraSovani a poskytovat
tak jistou stabilitu [22].
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2.3.1.2.2 Indukcné vazané plazma

Horék, ktery umoziuje vznik indukéné vazané plazmy (ICP) se sklada ze tii koncentrickych
sklenénych trubic — prostfedni, vn&jsi a vnitini, kterymi protéka proud plynu. Okolo vnéjsi
trubice je umisténa médéna civka se tfemi zavity (skrz kterou cirkuluje voda), ktera je pfipojena
k vysokofrekvenCimu generatoru. Pfivedena vysokofrekven¢ni energie zpusobi indukci
magnetického pole a jiskra z Teslova transformatoru zionizuje plasmovy plyn (Ar). Vzniklé
elektrony a ionty vzniklé po ionizaci plazmatem jsou nasledné urychleny magnetickym polem
a pii srazce s dal$im proudem plasmového plynu zptsobi dalsi ionizaci fet€zovou reakci — tento
proces pokracuje, dokud se nevytvoii plazma. Vné&jsi proud plasmového plynu pak udrzuje
plazma pfi vysoké teploté a koncentruje ho uvnitf vnéjSich stén. Vnitini proud plasmového
plynu také oznaCovany jako nosny plyn prorazi otvor ve stfedu plazmatu a vnese do néj
vytvoreny aerosol, zaroven pomaha udrzovat tvar plazmatu. Poslednim vstupujicim proudem
plynu do plazmatu je pomocny plyn, jehoz funkci je nadzvedavani plazmatu a fedéni vnitiniho
argonu v pritomnosti organickych latek [22, 24].

Po vneseni aerosolu do plazmatu dochazi k nasledujicim procesim: desolvataci, odpafeni
rozpoustédla, atomizaci, ionizaci a excitaci, poté nasleduje emise zafeni. K atomizaci dochazi
v predehfivaci zoné (7 000 K), k ionizaci a excitaci dochazi v po€atecni radiacni zoné (6 200 K)
a k emisi zafeni v normalni analytické zoné (5 800 K). Plazma dosahuje teploty az 10 000 K.
[22].

2.3.1.2.3 Opftické zarizeni

Zateni emitované z plazmatu dopada na optickou Cocku a prochazi skrz vstupni Stérbinu do
spektrometru. V praxi jsou k dispozici dva typy spektrometra: sekvencni (monochromator)
a simultanni (polychromator). V piipadé sekvenéni analyzy je konstrukce zafizeni jednodussi,
zahrnuje vstupni optiku, difrak¢ni mfizku a vystupni optiku. Volba vinové délky je zvolena na
hlavnim pocitaci a nasledné je difrak¢ni mrizka rota¢nim pohybem presunuta do pozadované
polohy. Typickym piikladem sekvencniho spektrometru je Czerny-Turner [22, 24].

Jinym typem je simultanni spektrometr, ktery umoziuje v jednom okamziku snimat celé
emisni spektrum. Tento systém je umoznén diky polychromatoru, ktery obsahuje ve své
konstrukci vstupni St€rbinu, mfizku a nékolik vystupt umisténych podél obvodu kruhu.
V tomto piipadé miizka neprovadi zadny rotacni pohyb a ma konkéavni vzhled [21, 24].

2.3.1.2.4 Detekce

Po dosazeni vybéru vinové délky danym spektrometrem vnika spektralni informace, kterou je
potieba prevést na elektricky signal. Tento proces se provadi pomoci fotonasobice (PMT),
vicekanalovym detektorem pro pienos naboje (CTD) nebo s vazanym nabojem (CCD) [24].

Fotonasobi¢ je konstrukéné vakuova trubice slozend ze dvou elektrod. Katoda ma tvar
svislého dutého pulvalce s velkou plochou vyrobeného z fotoemisniho materialu a anoda je ve
formé dratu, ptipadné mfizky urCena pro sbér elektroni. Mezi katodou a anodou jsou jesté
ulozeny dynody. Princip detektoru spoc¢iva v dopadnuti fotonu emitovaného zICP na
fotokatodu, zde dochazi k vyrazeni elektronu, ktery je urychleny a smétuje k prvni dynodé. Pti
narazu dojde k uvolnéni dalSich dvou nebo vice elektrond, ty jsou opét urychleny a sméfuji
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k dalsi dynod€, kde z kazdého elektronu jsou vyrazeny dalsi dva nebo vice elektront atd.
Nakonec je signal vyhodnocen fidicim pocitaCem [22].

Optické zafizeni

Vysoko- !
| frekvenéni Spektrometr
generator
Argon Mikroprocesor
“Ic a elektronika

Obr. 1 Schematické zndazornéni pristroje ICP-OES, upraveno [23]

2.3.1.3 Interference

Technika se potyka s fadou problému v oblasti interferenci, které mohou nasledné zkreslovat
vysledné méfené hodnoty stopovych prvki. Jedna se predevsim o spektralni interference, které
souvisi s matrici daného vzorku. Zpuasobuji je pridatné latky ve vzorku (prvky a molekuly),
které emituji zafeni ve zvoleném spektralnim intervalu. V pfipadné podobnosti dvou vinovych
délek prvkd (napf. pro Na 28528 nm a pro Mg 285,21 nm) muaze dojit ke sbéru falesné
pozitivniho nebo nadhodnoceného signalu. Tyto interference vSak lze obvykle kontrolovat
pomoci korekénich faktora pro interferujici prvky pfimo z hlavniho pocitace [18].

Dalsi interference projevujici se v ICP-OES jsou nespektralni interference — zptsobeny
fyzikalnimi a chemickymi dé&i. Fyzikalni interference pfispivaji k chybam, které negativné
ovliviiuji vyslednou analyzu pfi prvotnich procesech jako je nasavani nebo zmlzovani vzorku,
ale 1 pfi nasledném odpafovani. Chemicke interference souvisi s projevy atomizace v plazmatu
[18].

2.3.2 Metody upravy vzorku mléka

Pred samotnym stanovenim prvki na nékteré z vysSe uvedenych technik je nejdiive potieba
provést predbéznou upravu vzorku mléka tak, aby byl pfekonan potencialni rusivy efekt
komplexni (tukové a proteinové) matrice a také, aby se zvysila citlivost pouzité metody. Vétsina
uprav slouzi k prevedeni vzorku do kapalné homogenni formy se snizenou viskozitou, pro lepsi
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zavedeni vzorku pomoci autosampleru do nékteré z analytickych technik. A také pro uvolnéni
sledovanych analytt z riznych komplext a vazeb do roztoku [25, 28].

K takovym upravam vzorku se nejcastéji vyuzivaji metody:

e Analyza zfedéného mléka
e Metody rozkladi vzorku mléka
e Prekoncentrace prvkl ze vzorku mléka

2.3.2.1 Analyza ziredéného mléka

Stanoveni prvka v mléce pfimou analyzou po ziedéni je atraktivni metoda upravy vzorku diky
své rychlosti a minimalni manipulaci se vzorkem — ¢imz se pfedchazi kontaminaci vzorku
pouzitim ¢inidel [26].

Ptimé stanoveni prvka v mléce na pfistroji ICP-OES zahrnuje pouze vhodné fedéni
mléka bez jakékoliv predchozi tpravy. Podle M. Antonia Muricia a kol. bylo provedeno fedéni
mléka 1:50 pro makroprvky a 1:25 pro mikroprvky (Zn) a nasledné byly vysledky porovnany
se vzorky, které byly upraveny mineralizaci (Tab. 7). Vysledné hodnoty prokazaly, ze
ptitomnost tuku v mléce nezptsobuje vEtsi matricni efekty dané techniky [27].

Tab. 7 Porovndni pFimé analyzy mléka s mlékem po upravé mineralizaci [27]

prvek Piima analyza Po mineralizaci
Ca 1291,0+ 11,0 1300,0+ 12,0
K 1767,0+ 61,0 1 780,0 + 66,0
Zn 48+0,3 4,8+0,6

2.3.2.2 Metody rozkladu vzorku miéka

K metodam rozkladu mléka se vyuzivaji takové postupy, které vedou k uplnému rozlozeni
tukové a proteinové matrice mléka. Toho lze dosahnout vystavenim mléka silné mineralni
kyselin€ (tzv. mokry zptsob), zpopelnénim vzorku mléka pomoci vysoké teploty (tzv. suchy
zpusob) nebo mikrovinnou digesci (Tab. 8) [16, 28, 29].

Féaze odstranéni matrice rozkladem v pfitomnosti silné kyseliny byva casto kritickym
krokem, protoze muze vést ke ztratam analytu a jeho kontaminaci, a tim pfispet k chybam
systematické analyzy. Proto se dale vyvijeji nové postupy, které by vedly k minimalnimu
oSetfeni vzorku, aby se zabranilo problémum s kontaminaci, a tim i k ¢asové mén€ narocné
upravé a také ke sniZeni nakladu na analyzu [30].
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Tab. 8 Porovndni limitii detekce (LOD) a relativni smérodatné odchylky (RSD) danych metod pro

stanoveni zinku v kojenecké milécné vyzive [29]

Parametry Mokry zpusob Suchy zpusob Mikrovlnna digesce
LOD [pg/kg] 4,9 5,7 4,9
RSD [%] 5,1 3,6 1,2

2.3.2.3 Prekoncentrace prvki ze vzorku mléka

Prekoncentra¢ni krok muze zlepsit citlivost i selektivitu dané techniky. Za prekoncentraci
povazujeme ziskavani analytu zvelkého objemu vzorku na mensi objem rozpoustédla.
K prekoncentratnim metodam muzeme zafadit extrakci na pevné fazi (SPE) za pouZiti napf.
kolonové techniky. Zde jsou zadrzovany slouceniny a prvky na pevnych fazich (napf. silikagel
nebo chelatacni sorbenty) a nasledné jsou eluovany pomoci kyselin nebo jinych cinidel. Na
obdobném principu pracuje i technika difuzniho gradientu v tenkém filmu (DGT), ktera se
inspirovala jinymi prekoncentra¢nimi technikami a voltametrii [31, 32]. Tato technika je
podrobné popsana v nasledujici kapitole.

2.4 Technika DGT

Technika difuzniho gradientu v tenkém filmu, oznacovana jako technika DGT (angl. Diffusive
Gradients in Thin Films Technique) byla popsana W. Davisonem a H. Zhangem v roce 1994
jako nova in situ technika. Prvotnim zamétenim této techniky bylo stanoveni zinku v motské
vode [32].

V poslednich letech byla technika intenzivné vyvijena a modifikovana a dnes je jeji aplikace
rozsifena pro analyzovani vyznamného poctu prvku a sloucenin vetné simultanniho stanoveni
kovt, oxyaniontil, prvkd vzacnych zemin, radioaktivnich prvkd, ale i stanoveni organickych
sloucenin jako je methylrtut nebo rezidua antibiotik ve vodach, ptidach a sedimentech [33].

Déale se technika rozsifuje do oblasti monitorovani potravin, za i€elem kontroly a udrzovani
kvality potravinafskych vyrobkl. Prvni takovou aplikaci techniky DGT v oblasti
potravinaiského pramyslu je publikace H. Chena a kol. zroku 2014, ktera se zabyva
stanovenim koncentrace olova v sojovych omackach. Ve druhé publikaci se M. Reichstadter
a kol. zabyvali stanovenim rtuti v riznych druzich rybich omacek [34, 35].

Diky prekoncentraéni schopnosti je technika schopna stanovit stopova i ultrastopova
mnozstvi labilnich kovovych specii i ze slozitych matrici vzork® (fadové 1,102 g/1). Dalgimi
vyhodami techniky kromé jiz zminéné vysoké citlivosti, prekoncentracni schopnosti a aplikace
pro mnoho anorganickych a organickych sloucenin a prvki je také jeji jednoduchost a financni
nenarocnost [36, 37].
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24.1 Vzorkovaci jednotka

Vzorkovaci jednotka vyuzivana v technice DGT pro méfeni ve vodném prostiedi ma tvar
pistonu a je vyrobena z plastu. Jedna se o malé zatizeni velikostné se pohybujici v fadu desitek
mm (Obr. 2) [33].
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Obr. 2 Schematické zndzornéni vzorkovaci jednotky vcemé jejich rozméri. Prevzato a upraveno z
[33]

Na plastové télo jednotky DGT jsou vkladany dva hydrogely: diftizni a sorp¢ni o presné
definované tloustce (0,05 mm a 0,08 mm). Prvni vrstvu tvoii gel sorp¢ni, ktery je slozen ze
zakladniho difuzniho gelu a sorbentu obsahujiciho specifické funkcni skupiny slouzici pro
zachyceni analytu. Sorpcni gel je prekryt difiznim gelem umoziujicim difuzi sledovaného
analytu a nasledné filtraéni membranou, kterd slouzi jako ochranné vrstva pred poskozenim
a zneCisténim gelt vétsimi Casticemi (Obr. 3). Bézné pouzivanymi materialy pro vyrobu
membrany jsou polyvinylidenchlorid (PVDF), acetat celulozy (CN) a hydrofilni
polyethersulfon (PES) svelikosti pora 0,45 um. VSe je utésnéno plastovym vickem

s expozi¢nim okénkem [33, 36].
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Obr. 3 Schematické zndzornéni ukladani jednotlivych vrstev v jednotce DGT. Prevzato a upraveno z
[38]
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Po sestaveni jsou jednotky DGT vlozeny do prislusného plastového nosice (Obr. 4), ktery je
ponofen do méteného roztoku.

Obr. 4 Schematické zndzornéni plastového nosice, ktery je vystaveny michanému roztoku [38]

2.4.2 Princip techniky DGT

V roztoku dochazi k diftizi analytd skrze pory diftizni vrstvy a nasledné jsou analyty zachyceny
na sorpcnim meédiu. Ve velmi kratké dobé se tak v difiznim gelu (s pfesné definovanou
tloustkou Ag) vytvori linearni koncentra¢ni gradient (Obr. 5) a pokud béhem doby meéfeni
zustava nemeénny, Ize vyuzit pro vypocCty koncentrace analytu ve vzorku 1. Ficktiv zakon difuze.
Thned po ponoteni jednotky se mezi gelovou vrstvou a méfenym roztokem vytvarii jesté difuzni
hrani¢ni vrstva zvana DBL (z angl. slova Diffusive Boundary Layer), ve které dochazi
k transportu ionti pouze molekularni difuzi a tloustku této vrstvy je nutno pripocist k tloustce
Ag [36, 39, 40, 41].
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Obr. 5 Schematické zndzornéni koncentracni gradientu v ustdleném stavu v zarizeni DGT s vrstvou

DBL. Prevzato a upraveno z [40]
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24.3 Vypocty v technice DGT

Pomoci 1. Fickova zakona lze vyjadrit tok analytu ptes difuzni vrstvu znamé tloustky Ag podle
vztahu (1):

M D-

F=—==—" (1)

At Ag
kde M je mnozstvi kovu vazaného na sorpéni médium (Chelex-100), A je plocha exponovaného
difazniho gelu, ¢ je doba méfeni, D je difuzni koeficient kovu v pfislusném gelu a c je
koncentrace analytu v méfeném roztoku [36].

Koncentraci sledovaného analytu cper mizeme spocitat z rovnice (2), ktera je také znama

jako DGT rovnice:
M-Ag
c =— 2
DGT = DA (2)

Tento vztah umoziuje vypocitat koncentraci analytu v analyzovaném roztoku pouhym
zmeéfenim mnozstvi rozpus§téné latky (M), ktera se vaze na sorp¢ni gel. Tloustka gelu Ag a jeho
plocha A jsou znamymi veli¢inami ziskanymi geometrickym méfenim jednotky DGT, Cas ¢ 1ze
presné zméfit. Difuzni koeficienty D lze dohledat v riiznych tabulkach pro Siroky rozsah teplot,
ptipadné 1ze hodnotu D ziskat experimentalné [38].

Nahromadéné mnozstvi analytu (M) v sorpénim gelu 1ze méfit pfimo pomoci technik, jako
je XRF, PIXE nebo jednotdelovy analyzator AAS — AMA 254. Castgji se viak vyuziva eluce
analyti ze sorbentu (Chelex-100) do znamého objemu roztoku napi. HNOs3; (od 1M po
koncentrovanou). Koncentrace analyti c. pak muze byt zméfena pomoci atomové absorpcni
spektrometrie, atomové emisni spektrometrie, pfipadné hmotnostni spektrometrie [38, 40, 41].
Mnozstvi kovu M nahromadéného v sorpnim gelu po eluci pak 1ze vypocitat ze vztahu (3):

ce(VP +Ve)
fe
kde V"' je objem sorp&niho gelu, V. je objem pouzitého elu¢niho ¢&inidla a f; je eluéni faktor
pro dany analyt [38].

M = 3)

2.4.4 Faktory ovliviiujici méreni techniku DGT

Aby mohla byt pouzita zakladni DGT rovnice (rovnice 2) pro vypocet koncentrace je nutng,
aby bylo pfi méfeni splnéno nékolik predpokladi:

e Mnozstvi analytu, které se hromadi pred dosazenim ustadleného stavu je v porovnani
s celkovym nahromadénym mnozstvim (M) zanedbateln¢€ malé.

e Transport analytu DGT jednotkou muze byt popsan planarni difuzi.

o Prislusné parametry méfeni jako jsou M, Ag, D, A a t jsou pfesné€ znamy.

e Interakce (nabojové ucinky, specifické vazby analytu a slozek roztoku) s difiznim
gelem a membranovym filtrem jsou zanedbatelné.

e Analyt se navaze na sorpcni médium sorpcniho gelu tak rychle, aby nepronikl za sviij
povrch [38].
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2.4.4.1 Teplota

Teplota tzce souvisi s difiznim koeficientem analytu v difuzni vrstvé podle Stokes-
Einsteinovy rovnice (4), ktera zahrnuje viskozitu vody 1 a absolutni teplotu TX.

Dymy Dyn,
—_ == 4
TK TK 4)

kde T je teplota ve °C a indexy (! a %) zobrazuji hodnoty parametr(i viskozity méfené pfi
dvou ruznych teplotach [38].

Je tedy dulezité znat presnou teplotu méfeni, aby mohla byt pouzita odpovidajici hodnota
diftzniho koeficientu. Pokud se teplota béhem meéfeni zméni o 5°C, je mozné vyuzit
prumérnou teplotu, avSak tato hodnota vnasi do meéfeni chybu s velikosti do 10 %. Kazdy
stuper liSici se od stfedni hodnoty teploty pak méni hodnotu difuzniho koeficientu cca o 3 %.
Stanoveni difuzniho koeficientu s 10% a vy$si odchylkou vede k podhodnocovani naméfenych
vysledkt [38].

2.4.4.2 Iontova sila a pH

Parametry iontova sila (IS) a pH mohou zpasobovat rozdilnou silu interakce mezi sledovanym
analytem a sorpénim médiem vazebného gelu. IS s hodnotami od 0,1 mM do 100,0 mM
poskytuji vhodnou piresnost meétfeni technikou DGT. Dostate¢na IS tak napt. zabrani
nezadoucim interakcim mezi zaporné nabitymi skupinami kyseliny pyrohroznové v difiznim
gelu a kationty z roztoku, ¢imz by dochazelo k nepfesnostem méfeni — tedy zvySeni pomeéru
koncentrace v gelu ku koncentraci v roztoku nad hodnotu 1 [38].

Presnost techniky muze ovlivnit také rozmezi hodnot pH, pfi kterych probiha méteni. To
souvisi s vlastnostmi pouzitého sorbentu a difuzniho gelu. Optimalni pH pro dany sorbent 1ze
nalézt v ptibalové informaci pfi koupi sorbentu, pfipadné lze provést kontrolni experimenty
v roztocich s riznymi hodnotami pH a ovéfit si tak spravnou funkci DGT (Obr. 6) [38].
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Obr. 6 'ykon sorbentu Chelex 100 pro méveni Co, Cu, Mn, Zn a Cd v rozmezi pH 1-5 pri porovnani
koncentraci mérené DGT (cqq) a technikou ICP-MS (Cicp-ms) [38]
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2.4.4.3 Difuzni mezni vrstva (DBL)

Difuzni gradient tvorfici se v difuzni gelové vrstvé a membranovém filtru po ponofeni do
roztoku neni jedinym piispévkem k celkové difuizi analytu zafizenim DGT. Bylo zji§téno, ze
v tésné blizkosti povrchu jednotky neexistuje zadny tok, proto zde dochazi ke vzniku vrstvy,
skrze kterou dochazi k transportu analytu difuzi (Obr. 7). Tato vrstva se oznacuje jako difuizni
mezni vrstva a je ozna¢ovana jako DBL [38].

V dobte promichavanych roztocich byl pfedpoklad, ze DBL je zanedbatelné tenka vzhledem
k tloust’ce Ag (difuzni gel + membranovy filtr) a byla tudiz ignorovana pfi vypoctech. Pii
hlub§im zkoumani bylo zjisténo, ze tloustka této vrstvy zavisi na rychlosti toku roztoku
a tloustce difuzni gelové vrstvy. To znamend, ze v pripadé, kdy dochéazi k nedostateCnému
promichavani roztoku nebo je pouzita mala tloustka difuzni gelové vrstvy (napt. 0,16 mm), se
tvori tenkd vrstva DBL, kterou je nutno zapocitat do celkové tloustky Ag. V nékterym
ptipadech vznikd vrstva DBL 1 v dobfe promichavanych roztocich, proto je potieba ji pfi
vypoctech zohlednit. Tloustka DBL se vypocita ze vztahu (5):

opL= (%)

kde b je posunuti a m je smérnice regresni piimky ze zavislosti reciprokého mnozstvi
naakumulovaného analytu na tloustce difuzniho gelu, D, je difuzni koeficient kovu ve vodé
ziskany z tabulek [42].

Difuze analytu DGT zafizenim je kolma k jejimu povrchu. Difuze by mohla mit 1 lateralni
charakter, jak je schematicky znazornéno na Obr. 5. Dochazi k tomu na okraji plastového okna
jednotky DGT, v duasledku vétsi plochy vazebného gelu, nez je jeho geometricka plocha. Tato
nova (prodlouzena) plocha se nazyva efektivni plocha Ag a zavisi na konstrukci jednotky DGT
a prochazi vrstvou DBL i difuzni vrstvou s filtrani membranou [38].

DBL

Difazni gel + filtra¢ni membrina

)

plastové télo " Sorpéni gel

Obr. 7 Schematické zndzornéni moznych cest difiize skrz DBL a difuzni vrstvu. Pfevzato a upraveno z
[38]

2.4.5 Difazni gely v technice DGT

Difuzni gely pouzivané v technice DGT jsou trojrozmérné polymerni sité, které jsou vysoce
hydrofilni. Jsou tvofeny az z95 % vodou, piesto vSak nejsou rozpustné ve vode. Jejich
vlastnosti je bobtnaci schopnost pfi dané iontové sile, pH a teploté. Hydrogely se dale vyznacuji
svou pruznosti a elasticitou, zaroven vSak byvaji obvykle kiehké. To zavisi predevSim na
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slozeni gelového média a zpusobu pfipravy. Hlavni funkci hydrogelt v této technice je
schopnost umoznit fizenou difizi analytt. Difuzni gradient jednotlivych analyt vznika praveé
v difizni hydrogelové vrstvé, mezi vnéj§im roztokem a vazebnym gelem. Analyt by se tak m¢l
akumulovat pouze na povrchu vazebného gelu v sorpénim médiu a koncentrace analytu
v difiznim gelu by tak méla byt idealn€ nulova [43, 44].

Nejvice pouzivanymi difiznimi gely v technice DGT jsou polyakrylamidové gely zesiténé
agarozovym derivatem (APA) nebo bisakrylamidem (BPA) a Cisty agarézovy gel (AGE). Gely
na bazi polyakrylamidu vykazuji bobtnaci vlastnosti pfi namaceni ve vod¢, stabilitu v tlou§t’ce
si udrzuji pii pH 2-9. Velikost pord APA gelu je >5nm a umoziuje tak difizi analytt
do molekulové hmotnosti 106. Tento gel vSak neni vhodny pro méfeni nékolika analyt (napf.
antibiotik, rtuti a amoniaku) v technice DGT, proto byvé €ast&ji nahrazovan agar6zovym gelem
(Tab. 9). Je tfeba taky poznamenat, ze akrylamid, ktery se pouziva k pfipravé APA a BPA gelu,
byl oznaCen za pravdépodobny lidsky karcinogen [45, 46]. Proto, pokud vyuzivame techniku
DGT pro potravinatsky pramysl, jevi se agarézovy gel jako vhodnéjsi difuzni hydrogelova
vrstva. Tabulka 9 shrnuje dalsi vlastnosti gela.

Tab. 9 Porovndni viastnosti APA a AGE gelii [46]

Vlastnosti APA gel AGE gel
Velikost pori~ >5 nm >20 nm

3,2nasobek tloust’ i pH
Hydratace gelu 2’ 9 asobek tloustky v rozmezi p Bez bobtnani
Stabilita Stabilni pfi pI? 2-11, iontové sile
floustky gelu pH 2-9 0-1 M, teploté 440 °C, doba

8 skladovani az 300 dni
Specificky vaze stopové kovy .. , , .
. .. ) . Vyznacuje se zapornym nabojem
a jejich komplex kyseliny fulvové. : . , .
.. , L ) s elektrostatickou interakci s anionty

Reaktivita Ma kladny néaboj a elektrostatickou ) o ..

interakci s kovy pfi iontové sile  kationty pfi iontové sile < nM

vy P a <2-3 mM.

<1 nm.

0,82 + 0,05; respektive 0,70 + 0,06
Diftizni krat vétsi nez difuzni koeficient

e rat veml ez CIUZIL KOCTIELCNt 104 0,04 krat vétsi nez APA gel

koeficient kationtd a aniontd ve vodée (kromé

Al)

Hlavné anorganicky NO3",
Cilové analyty oxyanionty (véetn& PO4>), Schopny méfit analyty jako v APA
schopné zméfit majoritni prvky (Fe, Mn) a stopové gelu a spoustu dalSich majoritnich,
technikou kovy. Nelze jej vyuzit pro méfeni  minoritnich, stopovych kovl, véetné
DGT Hg", NH4" a organickych organickych sloucenin.

polutantt.
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Vlastnosti APA gel AGE gel

Obecné pH 5-9 pro kationty

a pH 4-10 pro anionty (soucasné
zavisi na pouzitém vazebném gelu);
iontova sila 1-750 nM pro anionty
a 2/3—750 mM pro kationty.

Obecné pH 5-9 pro kationty

i anionty (soucasné zavisi na
pouzitém vazebném gelu), iontova
sila 1-750 nM.

Vhodné
podminky pro
nasazeni DGT

2.4.5.1 Agarozovy gel

Agar6za je linearni polysacharid, ktery se ziskava z agaru nebo Cervenych motskych fas
agarového typu, po vycisténi od agaropektinu. Strukturné se jedna o B-1,3 vazanou D-galaktozu
a a-1,4 vazané podjednotky 3,6-anhydro-a,L.-galaktézy s molekulovou hmotnosti 306 g/mol
(Obr. 8). Agaroza vSak muze byt zneCisténa stopovym mnozstvim sulfatovych skupin, které
mohou ovliviiovat vlastnosti gelu. Jednotlivé slozeni agar6zy se pak li§i od vyrobce v zavislosti
na pouzitych surovinach a technologii vyroby [44, 47, 48].
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Obr. 8 Zdkladni struktura agarozy [48]

Agarozovy gel vznikd zahratim a néasledném chlazenim vodného roztoku agaroézy.
Mechanismus je fizen vodikovou vazbou vznikajici mezi molekulami agar6zy. Po ochlazeni se
volna vlakna stavaji usporadanymi a vytvafi se nekonecna trojrozmérna sit, tvorena helixy
agardzy (Obr. 9). Gelova sit’ je stabilizovana vodou, ve které byla agaroza rozpusténa. Gel muze
byt tvoren s koncentraci agardzy jiz od 0,1% w/v. Pro ucely techniky DGT se vyuziva
v koncentraci 1,5%. Pfi této koncentraci ma velikost pord >20 nm, je pomérné kiehky, a proto
prace s nim musi byt velmi opatrna [46, 48, 49].

Obr. 9 Mechanismus tvorby gelu [50]
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Kromé techniky DGT se agardzovy gel nejCastéji vyuziva pro separaci DNA pii
elektroforéze [51], v kosmetickych a farmaceutickych piipravcich [52] i v potravinarském
prumyslu (napf. cukraiské zelé, aspiky) [53].

2.4.6 Sorpcni gely v DGT

Sorpcni nebol-li vazebna vrstva pouzivana v technice DGT slouzi k akumulaci analytd po
pruchodu difiznim gelem. Jedna se o sorpcni médium imobilizované v tenké vrstvé hydrogelu,
na ktery se specificky vaze dany kov. Podle pozadovaného kovu je nutno vybrat vhodny sorbent
a také matrici, ve které bude ukotven. Hlavnim cilem vazebné vrstvy je prekoncentrace
anorganickych iontd stopovych prvki z velkych objemu [54, 55].

Sorbenty zabudované v gelové matrici byvaji ve formé pevné nebo praskové. Musi mit
dostateCné¢ malou velikost castic (<100 um), aby je bylo mozné snadno a rovnomeérné
zakomponovat do vhodného hydrogelu. Matrici pro vazebné gely jsou pak vhodné
polyakrylamidové nebo agar6zové gely, které byly popsany vyse [38].

Mezi nejrozsitenéjsi sorbenty patii Chelex 100, ktery se fadi mezi chelatacni iontomeénice.
Obsahuje funkéni skupiny iminodioctové kyseliny vazané na styren divinylbenzenovou kostru,
které funguji jako chelata¢ni &inidla pro polyvalentni kovové ionty. Radi se mezi slabé kysela
katexova Cinidla s vysokou selektivitou pro kovové ionty (Al, Cd, Co, Mn, Zn, Ni, Pb a dalsi).
Urcitou nevyhodou sorbentu Chelex 100 je zavislost na pH. Funkéni skupiny kyseliny
iminodioctové se tak vyskytuji ve Ctyfech chemickych formach (Obr. 10). Pii pH men§i nez 4
je vazba na Chelex 100 snizena, z divodu protonace karboxylovych funkénich skupin [54, 55,
56, 57].

CH,COOH  CH,COOH CH,COO0- CH,COO-
@-CHy-NH*  B-CH NH* ©-CHy-NH* @-CHy-N
CH,COCH CH,CO00- CH,CO0- CH,CO00-

pH221 —» pH3.99 -+ pH7.41 ————» pH12.30

Obr. 10 Riizné formy Chelex 100 v zavislosti na pH [57]

Alternativou sorbentu Chelex 100 pro stanoveni nékterého z prvki Fe, Zn, Cu, Mn, Co, Ni,
Pb a Cd je napfiklad vazebné Ccinidlo SPR-IDA (suspendovanad casticova cinidla
iminodiacetatu), ktera je tvorena mensimi velikostmi kulicek (0,2 pm) oproti Chelex 100, ¢imz
usnadiiuje homogenni distribuci v hydrogelu. Dal§im pouzivanym cinidlem muze byt
membrana Whatman P81, ktera se fadi mezi iontoméni¢ové membrany. Jedna se o membranu
na bazi fosfatu celulozy a je silné katexova. Také byly vyvinuty smiSené vazebné vrstvy pro
zvySeni rozsahu analyzovanych kovi méfenych technikou DGT. Mezi tyto Cinidla patii napf.
Chelex 100/ferrihydrid, Chelex 100/Metsorb, Agl/SPR-IDA a ZrO,/SPR-IDA (Tab. 10) [38,
40, 58].
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Tab. 10 Prehled cinidel pouzZivanych ve vazebnych vrstvdach a jejich cilové analyty (s ohledem na

analyzované prvky této diplomové prdce) [38]

Kategorie Vazebné ¢inidlo Cilové analyty
Chelex 100 Al, Ca, Cd, Ce, Co, Cr(III),
Cu, Dy, Er, Eu, Fe, Gd, Ho,
La, Lu, Mg, Mn, Nd, Ni, Pb,
KateXOVé, Vazba Pu. Pr Sm Tb Tm. U. Y
Yb, Zn
SPR-IDA Cd, Co, Cu, Ni, Pb
Whatman P81 Cd, Co, Cu, Hg, Mn, Ni, Pb,

Membranova vazba

Chelex 100/ferrihydride

Chelex 100/Metsorb
SmiSena vazebna Cinidla
Agl/SPR-IDA
ZrO2/SPR-IDA

7Zn

As, Cd, Cu, Mn, Mo, P, Pb,
7Zn

As, Cd, Co, Cu, Mn, Mo, Ni,
P, Pb, Sb, V, W

Cd, Co, Cu, Ni, Pb, S*
As, Cd, Co, Cu, Mo, Ni, P,

Pb, Sb, Se, V

2.4.6.1 Akumulacni a eluéni vlastnosti

Po vhodném vybéru sorpcniho média schopného akumulovat cilovy analyt, je zapotiebi
kvantitativné vyhodnotit toto naabsorbované mnozstvi. Nej¢astéji se k tomu vyuziva elucnich
¢inidel o malém objemu (typicky 1 ml). Eluent se vybira na zakladé¢ vazebné vrstvy
a mechanismu, jimz je analyt vazan. Pfi pouziti vazebné vrstvy Chelex 100 se pouziva jako
eluéni Cinidlo nejcastéji 1M roztok kyseliny dusicné, pro Metsorb je to napt. 1M roztok
hydroxidu sodného nebo pro ferrihydrid kyselina dusi¢na ¢i jina kyselina. Tyto experimenty se
obycejné provadéji po dobu 24 hodin, fedi se na vhodny objem a poté je mozné mnozstvi
analytu zméftit pomoci nékterych analytickych metod (ICP-MS, ICP-OES) [38].

Pro vypocet absorbovaného mnozstvi analytu na vazebné vrstvé se vyuziva akumulacni
faktor f, a lze jej spocitat pomoci rovnice (6):

M;—M
fu= Tlf (6)

kde M; je pocatecni mnozstvi analytu v roztoku a My je mnozstvi analytu zbyvajiciho
v roztoku po ukonceni experimentu. Hodnota akumulacniho faktoru je obvykle >85. Tato

hodnota vypovida o tom, jak je schopen se cilovy analyt akumulovat na daném sorpénim médiu
[38].
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Pro spravné vyhodnoceni absorbovaného mnozstvi analytu je potieba dale zavést elucni
faktor f., ktery by mohl pfispét k nejistoté méfeni DGT. Lze ho vypocitat ze vztahu (7):

_ M,
fe = M;—Mg

(7

M. je naméfené mnozstvi analytu v elucnim roztoku. Elucni faktor se obvykle pohybuje
v rozpéti 75-100 %. Bé&zna hodnota elu¢niho faktoru pro Chelex 100 se uvadi 80 % pro 1M
HNO3 po dobu 24 hodin. Je v§ak mozné tyto elu¢ni podminky modifikovat tak, aby bylo mozné
dosahnout vyssich hodnot eluci, ale nedochazelo zaroveti k vyssi chybovosti méfeni. Podle D.
Devillers a kol. 1ze ménit nésledujici podminky eluce za ¢elem zlepSeni elu¢nich vlastnosti:
koncentrace HNO3 1-15M, objem 1-2 ml, doba eluce 8—48 hodin [38, 59].
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3

EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Laboratorni vybaveni

3.1.1

Chemikalie

Ultracista deionizovana voda vyrobena pomoci jednotky ELGA Purelab

Kyselina dusiénd 67 % p.a. (Analytika Praha spol. s.r.o., CR)

Kyselina dusiéna 65 % (Lachema s.p. Brno, CR)

Zasobni roztok smési kovi (Al, B, Ba, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Mg, Mn, Ni, Pb, Zn
v konc. 1 000 mg/l) v 10% HNOs3 (Analytika, spol. s r.0.)

Zasobni roztok K a Ca (v konc. 10 000 mg/l) ve 2% HNO3 (Analytika, spol. s r.0.)
Agarosa, Type I (Sigma-Aldrich, USA)

Dusiénan sodny (Lachema a.s., Brno, CR)

Chelex 100, Biorad Laboratories (Hercules, USA)

Hydroxid sodny (Analytika Praha spol. s.r.o., CR)

V nasledujicich kapitolach se vodou bude vzdy rozumét voda, ktera byla upravend pomoci

pfistroje Purelab na ultracistou deionizovanou vodu.

3.1.2

Pomucky

Bézné laboratorni sklo

Jednotky DGT, DGT Research Ltd, Lancaster, UK
Mikropipety, Thermo Scientific, finnpipette F1
Trepacka, yellow line, Labicom s.r.o.

Vafic (topna deska), ETA 2107

Chladnicka, Gorenje

Analytické vahy, Sartorius

Membranovy filtr, Pall Cororation, USA (Supor, velikost port 0,45 um, pramér
2,50 cm, tloustka 0,14 mm)

DGT jednotka holder

Michacka, Biotech, Color squid

pH metr

Teplomér

Stiikacky, Omnifix, Braun

Filtry na stfikacky nylonové 0,45 um; Labicom s.r.o.

Pristroje

Mikrovlnna diges¢ni jednotka mls 1 200 mega
Ptistroj ICP-OES Ultima 2, HORIBA Scientific

3.2 Popis analyzovanych vzorkiu

Vzorky pro analyzu byly zakoupeny z komercniho prodeje — kravské mléko odstiedéné
s obsahem tuku 0,5 % a kravské mléko polotucné s obsahem 1,5 % tuku znaCky TATRA.
A jeden vzorek kravského mléka byl zakoupen ze soukromého chovu v Trebéticich u HoleSova.
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3.3 Aparatura pro DGT

Technika DGT muze byt provedena ve dvou riznych usporadanich — ve sklenéné kadince (Obr.
11) nebo v plastové nadobce s drzakem (Obr. 12). V této praci byly testovany obé provedeni
pro optimalizaci méfeni ve vodnych roztocich kovil, pro ostatni experimenty byla pouzivana
pouze plastova nadoba s plastovym drzakem.

Aparatura ve sklenéné kadince

Celé usporadani aparatury zahrnuje laboratorni stojan, michacku, sklenénou kadinku o objemu
1-4 1, magnetické michadlo, silonové vlakno, jednotky DGT a tézitko (Obr. 11).

Jednotky DGT jsou nejprve sestaveny podle kapitoly 3.4.3, poté jsou pomoci silonového
vlédkna pfivazany jedna k druhé a nasledné k laboratornimu stojanu. Pfi tomto uspotadani
dochazi jak k michani roztoku pomoci magnetické michacky, tak k pohybu DGT jednotek na
vlasci.

Tento zptisob usporadani experimentu byl pivodni a stale se vyuziva. Nevyhodnou vsak je
precizni prace s vlascem, kdy je potieba, aby jednotlivé jednotky DGT byly k sobé ptivazany
tak, aby byly jednoduse a co nejrychleji od sebe oddélitelné (pouze napt. 2 jednotky prti
Casovém experimentu), aby nedochéazelo k vétsi prodleveé, kdy jsou jednotky vytazeny
z roztoku. Zaroveni, aby mezi 2 jednotkami nedochazelo ke vzduchové bubling, ktera dané
jednotky misto ponofeni nadnasi nad roztokem. Dal§im rizikem mutze byt kontaminace roztoku
kovovym tézitkem, které se pouziva pro zatizeni jednotek v roztoku. Znacnou nevyhodou je
také omezeny pocet moznych jednotek DGT na jeden experiment.

Obr. 11 Aparatura pro techniku DGT — sklenéna kadinka

Aparatura v plastové nadobé

Aparatura v plastové nadobce s drzakem se vyznacuje predev§im jednodus§sim uspotradanim
a snadnéj§i manipulaci. Zakladem je plastova nadoba o objemu 2,5 1, plastovy drzak, jednotky
DGT a magneticka michacka s michadlem (Obr. 12).
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Jednotky DGT jsou opét sestaveny podle kapitoly 3.4.3 a nasledné jsou vsunuty do
jednotlivych otvora v plastovém drzaku. Poté je plastovy drzak vlozen do plastové nadoby
s pfipravenym roztokem.

Vyhodou tohoto usporadani je snadnid manipulace pfi vytahovani jednotlivych jednotek
DGT a zaroven pouziti vétsiho poctu jednotek na jeden experiment, konkrétné 10. V této
aparatufe také odpada nutnost vyuziti té€zZitka nebo silinového vlasce. Nevyhodou muze byt
stacionarni poloha jednotek DGT po celou dobu experimentu, ktera miZe pfispivat k zvétSovani
vrstvy DBL, viz déle.

Obr. 12 Aparatura pro techniku DGT — plastova nddoba
3.4 Pracovni postupy

3.4.1 Priprava difazniho gelu

Difuzni agarozovy gel pouzivany v technice DGT je 1,5%, tzn. ze velikost pora je >20 nm.
Postup pfipravy je nasledujici: odmérnym véalcem bylo odméfeno 100 ml vody a na
analytickych vahach bylo odvazeno 1,5 g agardzy. Mnozstvi navazené agardzy bylo
kvantitativné pfevedeno do Erlenmeyerovy bariky spolu s vodu. Ta byla vlozena do predehraté
vodni lazn€ na teplotu 80 °C a roztok byl prubézné promichavan, dokud nebyla agar6za ve vodé
uplné rozpusténa.

Po rozpusténi agarozy bylo pipetou odebrano potfebné mnozstvi roztoku agarézy a ihned
opatrné pipetovano mezi dvé pfedem predehrata skla. Skla byla oddélena distancni folii
o tloust'ce 0,8 mm a utésnéna svorkami (Obr. 13).

Skla naplnéna agardézovym roztokem byla vlozena do chladnicky, kde byla chlazena ve
vertikalni poloze az do ztuhnuti. Poté byla skla fadn€ promyta vodou a gel byl opatrné oddé€len
od vrchniho skla. Z hotového gelu byly pomoci vykrajovatka s kulatym obvodem vyrazeny
disky o priméru 2,5 cm. Takto piipravené gely byly ulozeny do nadoby s roztokem 0,01 M
NaNO:s.
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3.4.2 Priprava sorpcniho gelu

Sorpéni gel pouzivany v této praci obsahuje sorbent Chelex 100 zakomponovany v agarézové
matrici. Postup pfipravy je nasledujici: nejprve byl pfipraven difuzni gel stejné jako v kapitole
3.4.1. Poté bylo na analytickych vahach odvazeno 0,7 g sorbentu Chelex 100 s presnosti na 4
desetinna mista. Do takto pfipravené zkumavky bylo odpipetovano potfebné mnozstvi
zahtatého agar6zového gelu a pomoci tiepacky dikladné promichano.

Takto vznikla smés sorbentu a agar6zového gelu byla co nejrychleji pipetovana mezi dvé
predem predehtata skla s distancni folii o tloust’ce 0,5 mm a utésnéna pomoci svorek (Obr. 13).

Skla s naplnénym sorpEnim gelem byla umisténa do chladnicky v horizontalni poloze a byla
chlazena do ztuhnuti gelu. Poté byla skla fadné promyta vodou a gel byl opatrné oddélen od
vrchniho skla. Z hotového gelu byly pomoci vykrajovatka s kulatym obvodem vyrazeny disky
o pruméru 2,5 cm. Takto pfipravené gely byly uchovavany ve vode.

?-_ .

Obr. 13 Priprava sorpcniho gelu

3.4.3 Sestaveni jednotek DGT

Plastové vzorkovaci jednotky pouzivané v technice DGT jsou pifed pouzitim skladovany
v IM HNO:s. Po vyjmuti jsou dikladné ocistény vodou. Na plastové télo expozi¢niho okénka
jsou gely vkladany v potradi (viz Obr. 3): sorpéni gel (0,5 mm), difizni gel (0,8 mm)
a membranovy PES filtr (0,14 mm). Vse je utésnéno pomoci plastového vicka.

3.4.4 Modelovy roztok kovu

Modelové roztoky kovu byly pfipraveny v 1 1 nebo 2 1 odmérné barice, do které bylo nejprve
ptidano potfebné mnozstvi vody a nasledné bylo pipetovano takové mnozstvi ze standardu
kovi, aby vysledna koncentrace ¢inila 100-500 pg/l v zavislosti na provadéném experimentu.
Bylo odvazeno potiebné mnozstvi NaNQO3, aby vysledna koncentrace ¢inila 1M. Nasledné byla
odmeérna baika doplnéna vodou po rysku a uzaviena sklenénou zatkou. Hotovy roztok byl vzdy
dikladné promichan.
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Takto pfipraveny roztok byl prelit do plastové nebo sklenéné nadoby dle experimentu
a pomoci 1M HNO3 nebo 1M NaOH bylo upraveno pH na hodnotu v rozmezi 6—7.V nadobé
byl roztok vzdy ponechan po dobu 24 hodin na stabilizaci pfi rychlosti michani cca 400 rpm.

3.4.5 Modelovy roztok mléka

Pro optimalizaci techniky DGT na matrici mléka bylo pouzito 10krat fedéné mléko. Do 2 1
odmérné bariky bylo odméfeno 200 ml mléka a doplnéno 1 800 ml vody az po rysku. K tomuto
mnozstvi bylo pipetovano ze standardu kovii 100—400 pl v zavislosti na experimentu.

3.4.6 Eluce sorpcniho gelu a redéni eluatu

Po ukonceni experimentti byly jednotky DGT z roztoku vytazeny, o€istény vodou, rozebrany
a byl opatrné vytazen sorpcni gel, ocistén vodou a eluovan v 1,5 ml IM HNOa. Eluce sorpcnich
gelti probihala ve zkumavkach po dobu 24 hodin. Poté byl odebran 1 ml vzorku a vhodné
nafedén vodou pro analyzu na pfistroji ICP-OES.

3.4.7 Kalibracni roztoky

Do ¢tyt 25 ml odmérmych banék byly pfipraveny kalibracni roztoky o koncentracich 0; 0,10;
0,25; 0,50 mg/1. Jednotlivé koncentrace byly pfipravovany pipetovanim potfebného objemu ze
standardniho roztoku kovti a odmérné banky byly vzdy doplnény po rysku pfislusnym blankem,
aby byla simulovana matrice eluatu pro omezeni spektralnich interferenci.

3.4.8 Stabilita roztoku

Stabilita pfipraveného modelového roztoku byla zkouména v nadobce s plastovym drzakem po
dobu 0 az 24 hodin. Do drzéku byly uchyceny jednotky DGT pouze s difuznim gelem
a membranovym filtrem. Jednotlivé odbéry vzorki roztoku byly provadény v ¢asech O, 1, 5,
10, 15, 30, 60, 120, 240, 480 a 1440 minut. Pro analyzu koncentrace bylo odebrano vzdy 10 ml
roztoku a nasledné prométeno na ICP-OES.

3.4.9 Akumulaéni faktor

Do 7 zkumavek bylo odmeétfeno vzdy 45 ml piipraveného roztoku podle kapitoly 3.4.4. Do
kazdé zkumavky byl vlozen sorpcni gel a zkumavky byly umistény na tfepacku s horizontalnim
pohybem. V ¢asovych intervalech 0-36 hodin byly odebirany rizné objemy vzorku, které byly
nasledné vhodné naredény na analyzu pomoci ICP-OES. Sorp¢ni gel byl na konci experimentu
vytazen, promyt vodou a eluovan v 1,5 ml 1M HNO3 po dobu 24 hodin. Po uplynuti 24 hodin
byl z roztoku odebran 1 ml vzorku a naredén 10x vodou pro analyzu na ICP-OES.

3.4.10 Elucni faktor

Do 6 zkumavek bylo odmétfeno vzdy 30 ml piipraveného roztoku podle kapitoly 3.4.4. Do
kazdé zkumavky byl vlozen sorpcni gel a zkumavky byly umistény na tfepacku s horizontalnim
pohybem. Nejdfive bylo odebrano z kazdé zkumavky 10 ml roztoku pro analyzu koncentrace
prvkt na ICP-OES. Poté byla spusténa analyza vloZenim sorpéniho gelu, ten byl po 24 hodinach
vytazen, oplachnut vodou a ponechan na eluci v 1,5 ml 1M HNOs3. Eluce gelt probihala
v Casech 1-24 hodin. Poté byl odebran 1 ml vzorku a nafedén 10krat pro analyzu na ICP-OES.
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3.5 Optimalizace techniky DGT

3.5.1 Testlinearni akumulace v zavislosti na ¢ase v plastové nadobce

Difuzni koeficient byl méfen v modelovém roztoku kovu piipraveném podle kapitoly 3.4.4. Do
plastového drzaku bylo vlozeno 10 jednotek DGT (pfipravenych podle 3.4.3), a drzak byl
vlozen do plastové nadoby s michanym roztokem. Jednotky byly postupné vytahovany v casech
4, 12 a 24 hodin. Po ukonceni experimentu nasledoval postup eluce sorpéniho gelu a fedéni
eluatu podle 3.4.6.

V prabéhu experimentu byla vzdy pfi odbéru jednotek méfena soucasné i teplota a bylo
odebrano 10 ml z roztoku pro urceni pfesné koncentrace roztoku na pfistroji ICP-OES.

3.5.2 Testlinearni akumulace v zavislosti na ¢ase ve sklenéné kadince

Diftzni koeficient byl méfen v modelovém roztoku kovu pfipraveném podle 3.4.4. Jednotky
DGT sestavené dle 3.4.3 byly pfivazany jedna k druhé pomoci silonového vlakna a otvord na
jednotkach a nasledné k laboratornimu stojanu. Ty byly postupné vytahovany v ¢asech 4, 8
a 24 hodin. Po ukonceni experimentu nasledoval postup eluce sorpcniho gelu a fedéni eluatu
podle 3.4.6.

V prabéhu experimentu byla vzdy pfi odbéru jednotek méfena soucasné i teplota a bylo
odebrano 10 ml z roztoku pro urceni piesné koncentrace roztoku na piistroji ICP-OES.

3.5.3 Testlinearni akumulace v zavislosti na reciproké tloust’ce diftizniho gelu

Pro tento experiment byly pouzity difizni gely o tfech riznych tloustkach 0,25 mm; 0,50 mm
a 0,80 mm. Z téchto gela bylo sestaveno 10 jednotek DGT a vlozeno do plastového drzaku,
ktery byl vlozen do modelového roztoku kovu piipraveného podle 3.4.4. Experiment probihal
po dobu 24 hodin a poté nasledoval postup eluce sorpcniho gelu a fedéni eluatu, jak bylo
popsano vyse v kapitole 3.4.6.

V prabéhu experimentu byla vzdy proméfena i teplota a bylo odebrano 10 ml z roztoku pro
urceni koncentrace roztoku na pfistroji ICP-OES.

3.5.4 DGT experiment

Byl pfipraven modelovy roztok podle 3.4.4 a do takto pfipraveného roztoku byly vlozeny
jednotky DGT (podle 3.4.3) do otvort plastového drzaku. Experiment probihal 24 hodin,
nasledoval postup eluce sorpcniho gelu a fedéni eluatu podle 3.4.6.

3.5.5 Vliv koncentrace konkurencnich prvkia Caa K

Pfi tomto experimentu bylo k zakladnimu modelovému roztoku pfipraveného podle 3.4.4
pfidano jest€¢ 1,5 ml objemu ze standardniho roztoku véapniku a drasliku. Déle probihal
experiment klasickym postupem po dobu 24 hodin a nasledovala eluce sorpcniho gelu a fedéni
eluatu podle 3.4.6.
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3.6 Ovéreni vykonnosti techniky DGT v matrici mléka

3.6.1 Testlinearni akumulace v zavislosti na ¢ase

Difuzni koeficient byl méfen v modelovém roztoku mléka piipraveném podle 3.4.5. Do
plastového drzaku bylo vlozeno 10 jednotek DGT (piipravenych podle 3.4.3), a drzak byl
vlozen do plastové nadoby s roztokem. Jednotky byly postupné vytahovany v Casech 4, 8
a 24 hodin. Po ukonceni experimentu nasledoval postup eluce sorpcniho gelu a fedéni eluatu
podle kapitoly 3.4.6.

V prabéhu experimentu byla vzdy pfi odbéru jednotek méfena soucasné i teplota a bylo
odebrano 10 ml z roztoku pro urceni pfesné koncentrace roztoku na pfistroji ICP-OES.

3.6.2 DGT experiment

Byl ptipraven modelovy roztok mléka podle 3.4.5 a do takto pripraveného roztoku byly vlozeny
jednotky DGT (podle 3.4.3) do plastového drzaku, ktery byl néasledné vlozen do roztoku.
Experiment probihal 24 hodin, nasledoval postup eluce sorpcniho gelu a fedéni eluatu podle
kapitoly 3.4.6.

3.7 Analyza mléka

3.7.1 Prekoncentracni technikou DGT

Pro testovani realného vzorku byl pfipraven roztok naredénim mléka 10krat vodou. Do roztoku
byl vlozen plastovy drzak s 6 jednotkami DGT. Experiment probihal po dobu 24 hodin, poté
nasledoval postup eluce sorpcniho gelu a fedéni eluatu dle 3.4.6.

V prubéhu experimentu bylo odebirano 10 ml roztoku, nasledné nafedéno 2krat vodou
a filtrovano na filtru s velikosti pora 0,45 pum.

3.7.2 Mikrovinnou digesci

Pro porovnani naméfeného mnozstvi sledovanych analytd technikou DGT byla provedena
mikrovinna digesce mléka ve vysoce ucinné mikrovinné digescni jednotce. Do prislusnych
nadobek byly odméfeny 4 ml vzorku mléka, 4 ml kyseliny dusi¢né (a. p. 67%) a 2 ml peroxidu
vodiku. Takto ptipravené nadobky byly vlozeny do mikrovinné pece na program 5 (Tab. 11),
po digesci byly nadobky vytazeny z pece, ponechany volné na laboratornim stole na zchlazeni
a poté otevieny a jejich obsah byl kvantitativné preveden do 25 ml odmérné bariky a doplnén
vodou po rysku. Simultanné se vzorkem mléka byl ptipraven blank, ktery obsahoval pouze 4
ml kyseliny dusi¢né a 2 ml peroxidu vodiku. Stejné jako u vzorku byl po digesci obsah
kvantitativné preveden do 25 ml odmérné bariky a doplnén po rysku vodou. Tento blank slouzil
jako podkladova matrice pro pfipravu kalibracnich roztokt pro analyzu na ICP-OES.

Tab. 11 Jednotlivé kroky digesce mléka

krok 1 2 3 4 5
Prikon [W] 250 0 250 500 0
Cas [min] 2 2 2 5 5
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3.7.2.1 Kalibracéni roztoky

Do tii 25 ml odmérnych banék bylo odméfeno takové mnozstvi ze standardi kova, aby
vysledna koncentrace byla 0,1; 0,25 a 0,5 mg/l. Odmérmné bariky byly doplnény po rysku
ptipravenou smeési kyseliny dusi¢né a peroxidu vodiku po digesci, jak bylo popsano v 3.8.
Poslednim kalibraénim bodem byla koncentrace 0 mg/l, ktera obsahovala pouze smés kyseliny
dusicné a peroxidu vodiku po digesci.

3.8 Analyza technikou ICP-OES

Pred spusténim analyzy na pfistroji ICP-OES je potieba nejdfive nastavit zakladni parametry
pro méfeni (Tab. 12, Tab. 13) a poté probiha postup méteni podle dodaného navodu k pfistroji.

Tab. 12 Specifikace a moznosti nastaveni pro analyzu na ICP-OES

Komponenta Vlastnost, nastaveni
Generator 40,68 MHz
Vykon generatoru 1300 W

Cerpadlo
Zmlzovac
Tlak na zmlzovaci

Mizna komora

Prutok argonu

Detekce

Analyticky rezim

Integracni cas

Peristaltické, 16 ot/min
0,81 ml/min

2,78 bar

Cyklonova

Plazmovy 13,57 1/min
Nosny 0,205 I/min
Pomocny 0,195 1/min

Dualni detekce PMT s vysoce dynamickym
detekénim systémem

Gaussovsky
0,5s

Tab. 13 Seznam pouZitych vinovych délek pouzivanych pri analyze

Prvek VInova délka [nm] Prvek Vinova délka [nm]
Cd 214,438 Mn 257,610
Co 228,616 Ni 221,647
Cu 327,396 Pb 220,350
Fe 259,940 Zn 206,191
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4  VYSLEDKY A DISKUZE
4.1 Optimalizace sorp¢niho gelu

4.1.1 Priprava gelu

Zakladem spravného pouziti techniky DGT je spravna piiprava sorpcniho gelu, ktery selektivné
zachytava sledované analyty pomoci funkénich skupin v ném obsazenych. Je proto potieba
zajistit spravnou distribuci sorbentu Chelex 100 v agardézovém difuznim gelu tak, aby
nedochazelo k nerovnomérné sorpci analytt na jednotlivé gelové disky a tim nedochazelo k
nepfesnym vysledkiim méfeni. Distribuce Castic byla hodnocena nejprve vizualné, a poté byla
oveérena experimentalné pomoci zakladnich experimentl (viz dale). Optimalizace pfipravy
sorpcniho gelu probihala s riznymi navazkami sorbentu Chelex 100 (0,4 g az 1,0 g) a zaroveni
byla testovana ptiprava sorpcniho gelu o tloust’ce 0,25 a 0,50 mm.

Nejprve byla provedena piiprava sorpcnich geld s vysokymi navazkami sorbentu Chelex 100
0,5g az 1,0 g) v 1,5% agarézovém difuznim gelu. Pfiprava jednotlivych gelti probihala
standardnim postupem, kdy byl nejdfive pfipraven diftizni gel, ktery byl jeste za tepla smichan
s navazkou sorbentu ve zkumavce pomoci tfepacky a nasledné pipetovan mezi nahtata skla
s distan¢ni folii o tloust'ce 0,5 mm. Po ztuhnuti pfipraveného gelu byl vizualné zkouman jeho
vzhled — distribuce Castic v nosném gelu, shluky, mezery apod. V pfipadé navazky 1 g se
sorbent v nékterych ¢astech gelu shlukoval a v nékterych ¢astech byl piipraveny gel tplné€ bez
sorbentu. Pii navazce 0,8 g Chelexu 100 nebyl sorbent opét dostatecné distribuovany
a v nékterych mistech vytvarel jemné shluky Chelex 100. Az navazka 0,5 g se jevila jako
optimalni. Pfi této navazce byl sorbent plné distribuovany po celé plose agar6zového gelu.

Pro ovéreni vhodné zvolené navazky byly jesté pfipravovany gely s navazkou sorbentu 0,4
a 0,6 g. Obé navazky byly vyhodnoceny jako nevyhovujici. V pfipadé niz§i navazky se tvorila
volna mista bez sorbentu, a naopak pfi vyssi navazce se zacinaly opét tvofit jemné shluky
sorbentu v gelu. Za optimalni navazku bylo tedy zvoleno 0,5 g sorbentu na 5 ml difuzniho gelu.

Gely sraznymi navazkami byly také pfipravovany o ruznych tloustkach (0,25 mm
a 0,50 mm). Tloustka vlozky 0,25 mm byla vSak pfiliS§ mala a pfevazna Cast roztoku se
zachytavala na povrchu skel, nebylo tak mozné dosahnout homogenni distribuce sorbentu v
gelu. Navic prace s tak tenkym gelem nebyla jednoducha a gel se neustale smotaval okolo
pinzety.

Jako optimalni byly proto pro pfipravu sorpcniho gelu zvoleny nasledujici parametry:
navazka 0,1 g sorbentu Chelex 100 na 1 ml agar6zového diftizniho gelu a tloustka 0,5 mm. Je
vSak nutno poznamenat, ze Chelex 100 ma vyssi hustotu, a proto se usazuje na spodni strané
skel v prabéhu polymerizace gelu. Je tedy dulezité, aby pfi pokladani sorpéniho gelu na
plastové télo jednotky DGT, byl gel ve spravné poloze — tzn., aby byl otoCen funkénimi
skupinami (,,drsnou stranou“) smérem vzhuru, aby pak nedochazelo k prodluzovani diftizni
dréhy.
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4.1.2 Akumulaéni faktor

V ramci optimalizace chelexového sorpcniho gelu byl provadén akumulacni test sledovanych
analyt na pfipraveny sorp¢ni gel. V testu bylo sledovano, s jakou hodnotou f; a jak rychle jsou
schopny se cilové analyty akumulovat na sorbent Chelex 100 v Case.

Po provedeni postupu podle kapitoly 3.4.9 byly hodnoty f, vypocteny pomoci rovnice (6)
a nasledné byly prevedeny do grafické podoby (Obr. 14).
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Obr. 14 Akumulacni faktor kovii v zavislosti na case

Z grafu na obrazku 15 1ze vycist, Ze akumulace vSech kovil v sorpénim gelu probihala rychle
av Case 12 hodin bylo zroztoku nasorbovano vice nez 80 % celkového mnozstvi kovi
v roztoku. Po 24 hodinéach byla hodnota f, pro v§echny prvky >90 %. William Davison ve své
knize uvadi, ze hodnota f, by méla dosahovat hodnoty minimaln€ 85 % pro spravné pouziti
techniky DGT [38], proto bylo dale vyuzivano ¢asu 24 hodin.

4.1.3 FElu¢ni faktor

Dal§im optimalizacnim testem pro chelexovy sorp¢ni gel bylo testovani elu¢niho faktoru pro
sledované analyty v IM HNOs. Faktor f. je kritickou hodnotou z davodu pfesnosti techniky
DGT, protoze kompenzuje skuteCnost, ze se pfi eluci analyti v elu¢nim ¢inidle uvolfiuje pouze
Cast sledovanych kovl. Nejcast€ji vyuzivanym Cinidlem pro eluci kovli ve spojitosti se
sorbentem Chelex 100 je kyselina dusi¢na, ktera muze byt pouzita v riznych koncentracich od
IM po koncentrovanou [38]. Nejbéznéji se vsak vyuziva 1M HNOs3, proto byla testovana
i v této diplomové praci.

Postup testovani elu¢niho faktoru 1M HNOj3 je uveden v kapitole 3.4.10 a nasledné byl
faktor eluce f. spoCitany podle rovnice (7) v Casech 1, 4, 8, 12 a 24 hodin (Tab. 14).
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Tab. 14 Vysledné hodnoty elucniho faktoru f. [%] pro sledované analyty

cas [h] Cd Co Cu Mn Ni Pb Zn

1 76,8+4,2 733+0,6 62,0+44 757+14 780+2,6 70,1+44 739=+1,6
4 762+42 732+1,77 67,7£29 703+32 71,6+1,8 73,6+3,3 73,6+5,2
8 795+47 753+34 662+1,7 746=+4,1 738+4,1 750+1,2 792+3,6
12 82,0+£3,6 77,1+4,1 652+4,0 752+22 73,7+3,6 763+34 804+44
24 83405 78,0+£0,7 67,613 783+20 738+1,6 76,704 81,5+1,2

Tabulka 14 uvadi elucni faktory pro jednotlivé kovy v Casech 1-24 hodin, pfi kterych se
hodnoty faktoru f. s Casem prevazné zvySovaly. V €asech 1-12 hodin byly hodnoty f. pro
vSechny sledované prvky >65 %. V Case 24 hodin byl elucni faktor v§ech kovu nejvyssi >75 %,
kromé Cu, ktera méla hodnotu f, pouze 67,6 %. Zelezo bohuzel nebylo mozné naméfit.

Hodnota elu¢niho faktoru se poklada za spravnou, pokud se nachazi v rozmezi 75-100 %,
pfesto je jeho reprodukovatelnost kritickd pro presnost techniky DGT a vzdy jsou
upfednostiiovany vy§si hodnoty f. [38]. Proto byl pro nasledujici experimenty vybran Cas eluce
24 hodin.

H. Zhang a W. Davison pouzili na eluci kovi z chelexového sorpcniho gelu (s matrici
polyakrylamidového gelu) 1 ml 2M HNO:s a jejich vysledky elu¢nich faktora byly nasledujici:
83,9+27% pro Cd; 79,3+6,4 % pro Cu; 69,7+5% pro Fe; 81,4+22% pro Mn
a80,3+5,5% pro Zn. Nizkou hodnotu pro Zelezo okomentovali jako dusledek castecné
oxidace Fe?* na Fe** pii procesu iontové vymeény [40].

Y. Wang a kol. vyuzili pro eluci kovli jako elu¢ni Cinidlo 1M HNO3 v objemu 1,8 ml po
dobu 24 hodin a stanovili elu¢ni faktor 93,8 % pro Cd; 97,5 % pro Co; 103,0 % pro Cu; 96,7 %
pro Mn; 105,0 % pro Ni; 95,5 % pro Pb a 88,0 % pro Zn [46].

4.2 Stabilita modelového roztoku

Tento experiment byl proveden za ucelem ovéreni stability roztoku v aparature plastové nadoby
s jednotkami DGT (pouze s difiznim gelem a filtrani membranou) po dobu 24 hodin. Pfi
testovani stability je zapotfebi vytvoreni vhodnych podminek méfeni tak, aby se co nejvice
zabranilo poklesu koncentrace sledovanych analytl po dobu jejich expozice v roztoku. Ke
snizeni koncentrace analyti v roztoku muize pfispivat sorpce ionti kovi na stény pouzité
plastové nadoby nebo casteCna interakce ionti kovl s filtra¢ni (PES) membranou nebo
difiznim agarézovym gelem, které nesou mirny zaporny naboj. K potlaceni té€chto acinku se
vyuziva piidavek 0,1 mM az 100 mM NaNOs, ktera tyto elektrostatické interakce mezi ionty
kovi a filtratni membranou nebo agar6zovym gelem minimalizuje [38]. V této diplomové praci
byla vyuzita 10 nM NaNOs.
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Vysledky tohoto experimentu byly vyhodnoceny porovnanim koncentrace cCswe nameéfené
v roztoku v Casovych intervalech pomoci ICP-OES ku koncentraci fixni cCreor urené pii
ptipravé, nasledné byly vysledky vyneseny do grafické podoby (Obr. 15).
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Obr. 15 Zavislost koncentrace kovii na case

Z grafu na obrazku 14 lze vidét, ze vSechny méfené koncentrace kovu byly kromé Zeleza
v Case stabilni, a nedochazelo tak k vétsim ztratam. Koncentrace zeleza Castecné klesala, coz
1ze vysvétlit interakci s pouzitou PES filtracni membranou nebo sorpci na stény pouzité nadoby,
coz bylo taky ovéfeno experimentalné. Z vysledkti Ize vyhodnotit, Zze pouzita koncentrace
10 nM NaNOs byla pro experiment dostateCna a muize byt vyuzivana i v dalSich testech.

4.3 Optimalizace techniky DGT v modelovém roztoku kovu

Pro ovéteni spravné vykonnosti techniky DGT slouzi tfi zakladni testy: test linearni akumulace
sledovanych analytl v Case a test linearni akumulace analyti na reciproké tloustce difzni
vrstvy. Oba tyto testy jsou nasledné ovéreny na zakladnim DGT experimentu. V nasledujicich
kapitolach jsou vSechny tyto testy podrobné popsany.

4.3.1 Testlinearni akumulace v zavislosti na ¢ase

Protoze je zakladnim predpokladem rovnice DGT linearni akumulace sledovanych analyti na
Case, byl proveden tento test, pfi kterém byly sestavené DGT jednotky vystaveny michanému
roztoku o presné koncentraci sledovanych kovti a vytahovany v riznych ¢asovych intervalech.
Po eluci sorpéniho gelu a fedéni eluatu byla méfena naakumulovana koncentrace kovi na
ptistroji ICP-OES a nésledné piepoctena podle vztahu (3) na mnozstvi (M) a vynesena do grafu
v zavislosti na dobé expozice (z). Pro lepsi prehlednost vysledkt byl pouzit reprezentativni graf
pouze pro Mn (Obr. 16). Z divodu pouziti nového usporadani pro testovani techniky DGT
v plastové nadobce, byl jesté pro kontrolu proveden test ve sklenéné kadince, ktery byl ovéren
jiz drive [63].
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Obr. 16 Mnozstvi manganu naakumulovaného v sorpcnim gelu v zavislosti na case v modelovém

roztoku

Z grafu na obrazku 16 lze vycist, ze akumulované mnozstvi manganu rostlo linearné
s rostoucim Gasem jak v usporadani v plastové nadobce, tak ve sklenéné kadince (R*> = 0,997 8;
R? = 0,999 3). Zavislosti pro ostatni mé&fené mikroprvky byly obdobné, kdy se opét ovéfila
linearni akumulace v ¢ase s hodnotou spolehlivosti R* = 0,997 6 pro Cd; 0,993 9 pro Co;
0,994 2 pro Cu; 0,997 3 pro Mn; 0,996 6 pro Ni a 0,997 7 pro Zn. Tim se ovéfil zakladni
predpoklad linearni akumulace v Case a zarovenl spravnost pouziti techniky DGT v tomto
novém usporadani.

Ziskané zavislosti M/c na Case byly pouzity k vypoctu difuzniho koeficientu D pomoci
vztahu (8) [60]:
k-Ag
Aty

D = (8)

kde kje smérnice ze zavislosti M/c = f(t); A je plocha exponovaného difuzniho gelu
s hodnotou 3,14 cm?; Ag je tloust’ka difuzni vrstvy s velikosti 0,096 cm (tloustka difuzniho gelu
+ membranového filtru + DBL). Veli¢ina ¢, slouzi pouze pro prepocet hodin na sekundy
(3 600 s). Po dosazeni vSech hodnot do rovnice (8) byl spocitan difuzni koeficient pro mangan
a nasledné pro vSechny ostatni prvky s pfislu§Snymi smérnicemi pro jednotlivé kovy. Difuzni
koeficienty vypoctené pro ob& usporadani jsou uvedeny v tabulce 15, vztazené na jednotnou
teplotu 25 °C. Pro tento teplotni pfepocet se vyuziva Stoke-Einsteinovy rovnice (9):

1,37023(T—-25)+8,36:10"4(T—25)? D, (273+T
logD; = (r-25) +log—25( )
109+t 298

(€))

kde za Drje dosazen difuzni koeficient pii jakékoliv teploté a T je teplota ve °C [46].
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Tab. 15 Difiizni koeficienty (D - 10°) vypocitané pro sledované mikroprvky namérené v plastové

nddobce a sklenéné kddince pri 25 °C

Analyt D (v plastové nadobg) [cm?/s] D (ve sklenéné kadince) [cm?/s]
Cd 6,18 0,12 6,11 +0,07
Co 5,96 £ 0,17 5,96 £ 0,10
Cu 6,43 + 0,08 5,44 £ 0,27
Mn 6,66 + 0,12 6,05+ 0,14
Ni 7,64 + 0,03 7,15+0,13
Zn 8,75 £ 0,39 8,37 £ 0,24

Z tabulky 15 vyplyva, ze difuzni koeficienty naméfené v difuizni agar6zové vrstve v plastove
nadobce se 1isili minimalné od hodnot difuzniho koeficientu nameéfeného ve sklenéné kadince.

Ve studii Y. Wang a kol. ur¢ili difuzni koeficienty (D + standardni odchylka - 10"® cm?/s)
v agardzovém difuznim gelu pfi 25 °C s nasledujicimi hodnotami: 6,38 + 0,09 pro Cd; 6,53 +
0,08 pro Co; 6,59 + 0,12 pro Cu; 6,40 + 0,50 pro Fe, 5,91 + 0,11 pro Mn; 6,54 + 0,18 pro Ni;
8,41 £0,15 pro Pb a 6,89 + 0,43 pro Zn [46]. Hodnoty difuznich koeficientd naméfenych v této
diplomové praci jsou téméf shodné s hodnotami namétenych v této studii, pripadné odchylky
(napf. u Zn) lze pfipsat tomu, ze Y. Wang a spol. vyuzili k méfeni jinou filtraéni membranu,
konkrétné PVDF membranu (velikost port 0,45 um; tloustka 100 um), ktera mohla ovliviiovat
vysledné hodnoty oproti PES filtracni membran€ vyuzité v této diplomové praci. Rtzné tc¢inky
filtracnich membran (CN, PES, PDVF) na rychlost difuze cilovych analyti byly prokazany i v
této studit Y. Wang a kol. [46].

4.3.2 Test linearni akumulace v zavislosti na reciproké diftizni tloust'ce

Test linearni akumulace kovi v zavislosti na reciproké difizni tloustce je dal§im ze zakladnich
testd pro validaci techniky DGT. Pfi tomto experimentu byly DGT jednotky vystaveny
michanému roztoku kovt s riznymi tloustkami difuznich gelt podle postupu v kapitole 3.5.1.
Poté byly koncentrace jednotlivych mikroprvki ¢, proméfeny na pfistroji ICP-OES, pfepocteny
pomoci rovnice (3) na mnozstvi M pro kazdy prvek. Z tohoto mnozstvi M byl vytvoren graf
zavislostt M = f(1/Ag) (Obr. 17). Smérodatné odchylky pro vSechna méfeni byla mensi nez
10 %.
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Obr. 17 Zavislost akumulovaného mnoZstvi kovovych prvkii v sorpcnim gelu na reciproké tloustce

difiizniho gelu (vlevo pro Cd, Cu, Fe a Mn; pravo pro Co, Ni, Pb a Zn)

Z grafii na obrazku 17 vyplyva, ze pti méfeni dochazelo k linearni akumulaci vSech prvku
v zavislosti na reciproké tloustce difuzniho gelu, a tim byla ovéfena funkénost techniky DGT
(R?>0,997 pro v§echny prvky).

Pro vypocet tloustky DBL byla sestavena zavislost opa¢na I/M = f (Ag). Jako ukéazkova
zavislost je uveden graf pouze pro mangan (Obr. 18), podobné zavislosti v§ak byly naméfeny
i pro ostatni kovové prvky.
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Obr. 18 Zavislost reciprokého mnozZstvi manganu na tloustce difiizni vrstvy

K vypoctu vrstvy DBL byla vyuzita rovnice (5), do které byly dosazeny za b a m hodnoty
smérnice a posunuti z regresni primky graft /M = f (Ag). Za D byl dosazen difuzni koeficient
prisludnych kovil v agarézovém gelu; pro mangan 5,77 - 10°° cm?s a Dy je difuzni koeficient
kovil ve vodg; pro mangan 6,28 - 10°% cm?/s pfi 20 °C (6,28 - 10 pro Cd; 6,37 - 10" pro Co;
6,24- 10°° pro Cu; 6,28 - 106 pro Ni; 8,22 - 106 pro Pb a 6,14 - 106 pro Zn) [61]. Vysledné
hodnoty DBL jsou shrnuty v tabulce 16.
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Tab. 16 Vypocitané hodnoty DBL pro jednotlivé mikroprvky

Analyt DBL [pm]

Cd 20,25+ 1,12
Co 11,23 £2,03
Cu 31,26 + 1,08
Mn 19,22 +£ 1,98
Ni 3486 +421
Pb 28,64 £221
Zn 10,48 £ 1,54

Z grafu I/M = f (Ag) byla ovérena linearni akumulace mikroprvka v zavislosti na rozdilné
tloustce diftizni vrstvy (R?=0,998 9), zaroveii byla spo¢itana DBL pro jednotlivé analyty (Tab.
16). Tloustka DBL byla zprimérovana a nasledn€ byla piipocitana k tloustce Ag a zahrnuta do
vSech ostatnich vypocta DGT.

Pti rychlosti proudéni 1 000 rpm se velikost DBL odhaduje na <3 um, kdezto pti 100 rpm
muze byt DBL >170 um [40]. Nizsi rychlost proudéni (400 rpm) v této praci byla zvolena
z davodu simulovani méfeni pro matrici realného vzorku mléka, ktera se pii vyssich otackach
srazela.

Vrstvu DBL je potieba zahrnout do vypoctad, protoze prispiva k delsi diftizni draze a tim ke
ovlivnéni vysledkt. Obecné se predpokladalo, ze v dobfe promichavanych roztocich je tloustka
vrstvy DBL zanedbatelné mala ve srovnani s tloustkou Ag (tloustka diftzni vrstvy + tloustka
filtracni membrany). Praxe vSak ukazala, ze tloustka DBL se muze pohybovat az okolo 230 um
Vrstva DBL tak nezavisi jen na rychlosti michani, ale i na aparatufe méfeni — tzn., ze v piipade
vyuziti aparatury s plastovym drzakem jsou jednotky béhem méfeni ve stacionarni poloze, coz
muze piispivat k vétsi tloustce DBL, kdezto v ptipadé kadinkového experimentu kromé
michani roztoku jsou 1 samotné jednotky v ur¢itém pohybu. Pokud porovname vrstvy DBL pro
jednotliva uspotadani, je vrstva DBL pro prvni moznost v rozmezi 11-35 pm. V kadinkovém
experimentu velikost DBL ¢inila 30 um, méfena pro rtut’ [62]. Z téchto vysledkd vyplyva, ze
stacionarni poloha jednotek DGT neméla na tloustku DBL vétsi vliv, coz miize byt vysvétleno
mensim objemem pouzivaného roztoku (1,5 1), ktery zajistuje lepsi proudéni roztoku mezi
jednotlivymi jednotkami, oproti 4 1 v kddinkovém experimentu.

Ve studii M. Reichstddtera a kol. byla vypoctena DBL o velikosti 30 um pfi rychlosti
michani 1 200 rpm [35].
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4.3.3 Zakladni DGT experiment

Dal§im doporu¢ovanym testem pro oveéreni vykonnosti DGT je test na opakovatelnost
a vytéznost méfeni. Tyto testy zaroven slouzi pro ovéfeni predchozich experimentt, do kterého
jsou hodnoty D a DBL zahrnuty a porovnanim koncentrace namétfené technikou DGT
a technikou ICP-OES se ovéfi jejich spravnost, respektive spravnost techniky DGT. Podle
firmy DGT Research, kterd komercné vyrabi sorpéni gely obsahujici Chelex 100 také
doporucuje provést tento test za ucelem ovéfeni spravné pripravy vlastnorucné pripravenych

sorpcnich gelt v podminkach laboratore. Tato odchylka by neméla byt vétsi nez 10 % [63].

Pro vypocet koncentrace cpgr technikou DGT byla vyuzita rovnice (2). Mnozstvi (M) kovu
na sorpcnim gelu bylo po eluci vypocteno z rovnice (3). Pro piehlednost je uveden vypocet

pouze pro mangan, vS§echny parametry potiebné pro vypocet jsou uvedeny v tabulce 17.

Tab. 17 Priklad vypoctu M a cpcrpro Mn, mévent probihalo pri 20 °C a pH 6,5

Rovnice (3) Rovnice (2)

c. [mg/l] 0,682 Ag [em] 0,096
Ve 0,000 157 D [em?/s] 5,76 - 10
Ve[l 0,015 t [s] 86 400
Se[-] 0,783 A [em?] 3,14

M [ng] 1 443,26 cper [pg/] 88,69

Timto zpusobem byly provedeny vypoCty i pro vSechny ostatni mikroprvky a vysledné
hodnoty cpgr byly zprumérovany a shrnuty v tabulce 18. Koncentrace cicp-oes naméfené ptimo

pomoci ICP-OES byly pouze pievedeny na pfislusné jednotky.
Tab. 18 Vysledky zdkladniho testu DGT pro vSechny mérené mikroprvky

Analyt cicr-oes [ng/] cper [pg/) Rozdil [%]
Cd 88,1 £4,2 87,5+9,9 0,57
Co 87,1 £3,2 89,8 £6,5 3,22
Cu 71,6 £ 6,4 76,3+ 5,0 6,71
Mn 89,8 +3,5 88,7+2,3 1,11
Ni 90,1 £+44 95,0+5,1 5,55
Pb 68,6 = 0,7 66,9+99 2,34
Zn 72,6 £5,0 739+24 1,93

Z tabulky 18 lze vycist, ze koncentrace métené technikou DGT a koncentrace namétené
ICP-OES se liSily o méné nez 7 %. Obecné je technika DGT povazovana za spravnou a pfesnou,
je-li rozdil mezi skutecnou koncentraci a koncentraci stanovenou technikou DGT mensi nez
10 % [38]. Nejvyssi spocitany rozdil koncentraci v této praci byl 6,71 % pro méd’. Z vysledka
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této diplomové prace vyplyva, ze technika DGT fungovala spravné a mohla byt tudiz vyuzita
k nasledujicim postuptim.

4.3.4 Vliv konkurenc¢nich prvka Ca a K

V tomto experimentu byl sledovan vliv konkuren¢nich kovi na sorpci sledovanych analyta
v sorpcnich gelech. Chelexovy sorpéni gel ma vysokou afinitu ke sledovanym analyttim, pokud
se v§ak v§echna mozna vazebnéa mista Chelexu pfiblizi jeho nasyceni, mohou byt analyty s nizsi
afinitou vytésnény a byt nahrazeny analyty s vyssi afinitou nebo analyty s podobnymi afinitami
ve vysokych koncentracich [38]. Selektivita sorbentu Chelex 100 odpovida selektivité kyseliny
iminodioctové a pro dvojmocné ionty v dusi¢nanovych roztocich je nasledujici: Cu** >> Pb**
> Fe’* > APP* > Cr¥* > Ni** > Zn?* > Ag* > Co?** > Cd** > Fe?* > Mn*" > Ba** > Ca** >>>Na*
Nejméné muzou ovlivnit sorpci sledovanych analyti jednomocné ionty (Na*, K¥), jejichz
selektivita je vyrazn€ mensi oproti dvojmocnym iontim [57]. V mléce se nachazi vysoké
mnozstvi Ca a K, které by potencialné pomohly ovlivnit sorpci ostatnich sledovanych kovi,
proto byl proveden jesté jeden experiment v modelovém roztoku sledovanych kovu s pridavek
100nasobné koncentrace Ca a K. Vysledky byly vyhodnoceny porovnanim koncentrace
naméfené technikou DGT ku koncentraci naméfené pifimo v roztoku pomoci ICP-OES (Tab.
19).

Tab. 19 Vysiledky viivu konkurencnich prvkii na méreni technikou DGT

Analyt cicr-0es [pg/l] cper [pg/) Rozdil [%]
Cd 77,67+ 1,53 77,40 £ 6,81 0,35
Co 82,33 £ 3,79 8538+ 5,33 3,70
Cu 42,00+ 9,31 40,56 = 7.76 3,43
Mn 73,00 2,65 6441 % 6,00 11,77
Ni 79,00 % 5,29 7723 £5.25 2,24
Pb 68.50 + 6,21 61,75+9,12 9,85
Zn 73,00 £ 1,87 7439 £4.22 1,90

Rozdil koncentraci naméfenych technikou DGT pro Cd, Co, Cu, Ni, Pb a Zn a koncentraci
téchto analyti namétenych piimo ICP-OES se nachazel v doporu¢ovaném limitu 10 %. Mangan
vykazoval mirné odchyleni od tohoto limitu (11,77 %). Divod tohoto tésného rozdilu miize byt
objasnén tim, ze mangan se blizi svou hodnotou selektivity k selektivité¢ vapniku, a v pfipade
100krat vyS$si koncentrace vapniku mohl vapnik zacit konkurovat pravé manganu a tim snizit
jeho vaznost v roztoku.

Po ovéfeni vykonnosti techniky DGT v modelovém roztoku kovli 1ze konstatovat, ze tato
technika spliiuje vSechny potfebné pozadavky a je vhodnd pro stanoveni koncentraci
mikroprvkta Cd, Co, Cu, Mn, Ni, Pb a Zn. Maze byt tedy dale testovana pro analyzu realného
vzorku.
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4.4 Ovéreni vykonnosti techniky DGT v matrici mléka

Po validaci techniky DGT v modelovém roztoku kovii za podminek laboratofe je potieba
provést jeste oveéfeni vykonnosti techniky DGT v reprezentativni matrici, coz v této diplomové
préci byl realny vzorek mléka.

4.4.1 Testlinearni akumulace v zavislosti na ¢ase

Jak bylo popsano vySe, jeden ze zakladnich vykonnostnich testd techniky DGT je test linearni
akumulace sledovanych analytt v jednotkach DGT s obsazenym sorpénim chelexovym gelem
v zavislosti na Case. Tento experiment byl proveden v matrici tvofené 10krat fedénym
polotu¢nym mlékem (s obsahem 1,5 % tuku). Mléko je zdrojem predevSim bilkovin, tuka
a sacharidi a jednotlivé komponenty by mohly meénit podminky, pfi kterych probihalo
predchozi ovéreni vykonnosti DGT a ovliviiovat samotnou vykonnost DGT.

Jednotky DGT byly ponoteny do roztoku 10krat fedéného mléka, nasledné byly vytahovany
v raznych ¢asovych intervalech az do ¢asu 24 hodin. Cely postup probihal tak, jak je popsano
v kapitole 3.6.1. Poté byly vysledky vyhodnoceny pomoci rovnic (2) a (3) stejné jako v piipade
testu v modelovém roztoku kovi a z vysledkt byla vynesena zavislost (Obr. 19).
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Obr. 19 Zavislost linedrni akumulace stopovych prvkii na case; vievo pro Cd, Co, Cu; vpravo pro Mn,
Ni, Zn a Fe

Z grafi vyplyva, ze se stopové prvky linearné sorbovaly na sorp¢ni gel v matrici 10krat
fedéného mléka béhem ¢asu 24 hodin (R? = 0,995 pro Cd; R? = 0,999 pro Co; R? = 0,995 pro
Cu; R? = 0,997 pro Mn; R? = 0,999 pro Ni; R? = 0,998 pro Pb a R? = 0,999 pro Zn), ¢imz byl
splnén predpoklad fungovani DGT, a aplikovatelnosti rovnice DGT pro dalsi vypocty.
Z namétenych zavislosti byl vypocitan efektivni difuzni koeficient D, pro v§echny prvky podle
rovnice (8) stejné jako v kapitole 3.5.1. VSechny potifebné parametry k vypoctu jsou uvedeny
tabulce 20.
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Tab. 20 Parametry pro vypocet D, pro vSechny sledované mikroprvky

Analyt k Pro vSechny analyty

Cd 0,024 30 Ag [cm] 0,096
Co 0,424 94 A [em?] 3,140
Cu 0,056 08 ts [s] 3 600
Fe 0,047 18

Mn 0,129 32

Ni 0,195 36

Zn 0,020 81

kde k je smérnice ze zavislosti M/c = f{t); A je plocha exponovaného difizniho gelu; Ag je
tloustka difuzni vrstvy (tloustka difuzniho gelu + membranového filtru + DBL). Veli¢ina ¢
slouzi pouze pro prepocet hodin na sekundy. Po dosazeni vSech parametrii do rovnice (6) byl
spocitan efektivni difizni koeficient pro vSechny sledované kovy (Tab. 21).

Tab. 21 Efektivni difiizni koeficienty D, vypocitané pro vSechny sledované stopové prvky, prepoctené

pomoci rovnice (7) na teplotu 25 °C

Analyt D, [em?/s]

Cd (2,31+0,18) - 107
Co (4,03 £0,25) - 10°
Cu (5,32+0,07) - 107
Fe (4,48 £0,05) - 107
Mn (1,23 +0,08) - 10°®
Ni (1,85+0,12) - 10
Zn (1,96 £ 0,04) - 107

Efektivni difuzni koeficienty meéfené v 10krat fedéném mléce byly nizsi oproti difuznim
koeficientim méfenych ve vodném roztoku kovi. Divodem takto nizkého D. muze byt
komplexni matrice mléka (pfitomnost bilkovin a tukd, laktozy), ktera muze ovlivnit difuzi
jednotlivych mikroprvkl. Nejnizsi hodnoty D. byly nameéfeny pro Zn a Cd; naopak nejvyssi D.
byl naméfen pro Co. Efektivni difuzni koeficient se nepodafilo naméfit pro Pb, protoze
koncentrace métené poméci ICP-OES byly na urovni Sumu. Pfi¢ina vzniklého problému nebyla
v experimentalni Casti této prace bohuzel objasnéna. Na druhou stranu se podafilo naméfit
zelezo, které se vroztoku zifedéného mléka chovalo pfi DGT experimentech odliSné
v porovnani s experimenty provadénymi v roztocich kovi.
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4.4.2 Zakladni DGT experiment

V dal$i casti prace byl proveden test popsany v kapitole 3.6.2 v matrici 10x zfedéného mléka.
DGT jednotky byly vystaveny po dobu 24 hodin 10krat zfedénému roztoku mléka s pfidavkem
100 pl ze standardu kovli. Koncentrace kovl v eluatu namétrena po eluci sorpcnich geld byla
prepoctena na koncentraci cpgr pomoci rovnice (2) a (3) stejn€ jako v predchozich vypoctech
a porovnana s koncentraci cicpr.oes naméfenou po fedéni a filtraci zkoumaného roztoku
zfedéného mléka na pfistroji ICP-OES (Tab. 22).

Tab. 22 Vysledky zdkladniho testu DGT ve zredéném mléce

Analyt cicp-oEs [ng/] cper [pg/] Rozdil [%]
Cd 68,0+ 6,0 629+73 7,46
Co 90,5 £ 2,1 87,3+34 3,59
Cu 46,0 £5,1 40,2+72 12,63
Fe 93,0+ 7,1 112,3£9,0 20,77
Mn 87.0+5,7 95,5+ 5,2 9,78
Ni 83.0+ 1,4 836+ 1,1 0,73
Zn 4350+ 12,2 4265+ 12,6 1,95

Z tabulky 22 vyplyva, ze rozdil koncentrace Cd, Co, Mn, Ni a Zn stanovené v fedéném mléce
a koncentrace stanovené technikou DGT byl nizsi nez doporu¢ovanych maximalnich 10 %.
Rozdil v koncentraci Cu byl tésné mimo doporuceny limit (12,63 %). Velkych rozdila bylo
dosazeno v pripadé Fe, kdy se rozdil v koncentracich pohyboval kolem 20 %. Pficina takto
vysokého rozdilu nebyla objasnéna, nicméné Fe vykazovalo rozdilné chovani pii vSech
provadénych testech v ramci této diplomové prace.

Po ovéteni vykonnosti techniky DGT v matrici zfedéného mléka lze konstatovat, ze tato
technika je ve spojeni s ICP-OES vhodna pro stanoveni koncentraci Cd, Co, Cu, Mn, Ni a Zn
v mléce (po nafedéni vodou).

4.5 Analyza realného vzorku mléka

Pro analyzu vzorku mléka bylo zvoleno polotu¢né mléko znacky TATRA s obsahem tuku
1,5 %. Pro analyzu bylo mléko nafedéno v poméru 1:9 vodou a do zifedéného vzorku mléka
byly ponofeny jednotky DGT po dobu 24 hodin. Cely postup méteni je popsan v kapitole 3.7.1.

Koncentrace naméfena v eluatu po eluci sorpcniho gelu byla prepoctena na cper pomoci
rovnic (2) a (3) a nasledné byla tato koncentrace porovnana s koncentraci cyw naméfenou po
mikrovinné digesci vzorku testovaného mléka (Tab. 23).
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Tab. 23 Porovndni namérenych koncentract mikroprvkii ve zredéném mléce pomoci dvou riznych

postupii mérent

Analyt cper [mg/1] cuw [mg/l]
Cd <LOD nestanoveno
Co <LOD nestanoveno
Cu <LOQ nestanoveno
Fe <LOQ nestanoveno
Mn <LOD nestanoveno
Ni <LOD nestanoveno
Pb <LOD nestanoveno
Zn 3,74+ 0,02 391+0,16

Z vysledka vyplyva, ze ackoliv byla technika DGT v testovanych podminkach schopna
meéfit koncentrace vybranych prvkad ve ziedéném mléce, v realném roztoku mléka nebylo
mozné naméfit sledované stopové prvky kromé Zn, jehoz koncentrace korespondovala
s koncentracemi uvadénymi v literatute [2, 6]. Béhem testovani méfeni probihalo v roztocich
o koncentracich kovia £+ 100 ug/l, zatimco koncentrace prvku v realném vzorku byla na arovni
jednotek ug/l. Pfi experimentu existoval predpoklad, ze kovy budou prekoncentrovany
v sorpcnim gelu a pomoci techniky DGT se tak podafi koncentraci kovi v mléce stanovit.
K prekoncnetraci sledovanych kova v sorpénim gelu pravdépodobné doslo, nicméné je potieba
si uvédomit, Ze pii dal$im postupu analyzy je koncentrace kova v roztoku pro méfeni na ICP-
OES op¢t snizena diky eluci a potfebnému minimalnimu objemu k analyze cca 5 ml. Vysledné
koncentrace ve ziedéném eluatu pak byly pod hranicemi LOD ¢i LOQ ICP-OES. Fakt, ze
koncentrace sledovanych prvka se nepodafilo naméfit ve vzorku mléka pfimo po mikrovinné
digesci byl oCekavany, a proto se tato prace zabyvala aplikaci techniky DGT pro analyzu
vybranych prvkd v mléce ve spojeni s ICP-OES. Pro obejiti limitace ve formé velmi nizké
koncentrace sledovanych prvki v mléce byla zkoumana i moznost aplikace techniky DGT ve
2x zfedéném mléce, bez predchoziho ovéfeni vykonnosti techniky DGT. Zde se vSak jiz jevily
problémy s komplikovanou matrici mléka, podobné jako pfi analyzach mléka s vyS§im
obsahem tuku (tucné, farmarské mléko). Z téchto roztoki se po urcité dobé michani zacaly
srazet bilkoviny a roztok nebylo mozné analyzovat, popf. interpretovat v rozumné mife
dosazené vysledky. Urcitym feSenim by mohlo byt pii dobré stabilité roztoku zfedéného mléka
zvySeni expozi¢ni doby, napt. na 48 nebo vice hodin. ZvySenim doby potiebné pro analyzu by
se vSak potlacily vyhody aplikace techniky DGT pro stanoveni koncentrace vybranych prvku
v mléce.

I presto se nepodafilo dosahnout uspokojivych vysledkti v kombinaci DGT s ICP-OES pro
stanoveni vybranych mikroprvkd v mléce, lze predpokladat, ze technika DGT by byla
pouzitelna napt. ve spojeni s technikou ICP-MS, kde rovnéz neni mozné analyzovat mléko bez
predchozi upravy vzorku.
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5 ZAVER
V této diplomové praci byla testovana technika DGT za pouziti agar6zového difuzniho gelu

a sorp¢niho gelu obsahujiciho sorbent Chelex 100 pro pouziti této techniky v analyze stopovych
kovu Cd, Co, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb a Zn v mléce.

Prvnim cilem prace bylo vyzkouset funkci nové aparatury v plastové nadobce s drzakem pro
techniku DGT od bézné€ vyuzivaného kadinkového experimentu. S tim souvisela stabilita
pfipraveného modelového roztoku kovi po dobu 24 hodin, pfi které se ovéfila stabilita v§ech
kovovych prvkil kromé Zeleza. Zelezo se &astetné sorbovalo na stény nadoby a ¢aste¢né na
pouzity PES filtr. Poté byla optimalizace zaméfena na sorpcni chelexovy gel, kde byla potieba
vyftesit pfipravu gelu, zoptimalizovat akumulac¢ni a elu¢ni faktor. Pro pfipravu sorpéniho gelu
byla vyuzita navazka 0,1 g na 1,0 ml agar6zového roztoku s 0,5 mm tloustkou. Akumulacni
faktor f, byl uréen pro vSechny kovy >90 % pii 24hodinové expozici; elucni faktor f. byl
stanoven pro vSechny kovy >75 %, kromé Cu, ktera méla f. 67,60 %.

Nasledné byla provedena optimalizace techniky DGT na modelovém roztoku kovi, kterému
byly vystaveny plastové vzorkovaci jednotky DGT. Provedenim zakladnich testu
doporucovanych DGT Research Ltd bylo zjisténo, ze mnozstvi vSech sledovanych kovi
v chelexovych sorpcnich gelech linearné rostlo se vzrustajicim Casem expozice v roztoku po
dobu 24 hodin, zaroveni se linearné akumulovaly vSechny kovy na sorpéni gel v zavislosti na
reciproké tloustce difizniho gelu. Z téchto experimenti byl vypocitan efektivni difuzni
koeficient D pro vSechny kovy v rozmezi hodnot 5,96-8,75 -10°® cm?/s pti 25 °C. Ze zavislosti
1/M=f(Ag) byla vypocitana mezni difuzni vrstva DBL, ktera byla méfena pro kazdy analyt
a nasledné zprameérovana do vysledné hodnoty 20 um. Stanoveny difizni koeficient D vSech
kovi i tloustka DBL odpovida hodnotam publikovanych v literatufe a dosazenim do dalsiho
zakladniho testu DGT byla ovérena jejich velikost, a tim spravna funkce techniky DGT.
Vzhledem k tomu, ze mléko obsahuje vysoké mnozstvi makroprvkid, byl testovan vliv
vysokych koncentraci Ca a K na sorpci ostatnich kovtu. Z vysledkt bylo zjisténo, ze vysoké
koncentrace téchto makroprvkt nijak neovliviiovaly méfeni technikou DGT. Techniku vSak
nebylo mozné optimalizovat v modelovém roztoku pro zelezo, které vykazovalo odlisné
chovani oproti ostatnim stanovovanym mikroprvkam.

Po optimalizaci techniky DGT v modelovém roztoku kovu byla ovéfena vykonnost techniky
DGT v matrici mléka (fedéné¢ho v poméru 1:9 vodou). Opét byly provedeny zakladni testy
typické pro techniku DGT a tim byla ovéfena spravna funkce techniky DGT. Efektivni diftizni
koeficient D, v této matrici byl vSak pro vSechny mikroprvky stanoven nizsi v rozmezi hodnot
1,96 - 107-4,03-10° cm?/s. Takto nizky D. Ize pii¢ist komplexni matrici mléka (3 % bilkovin,
4-5 % laktozy a 3—4 % tukr), ktera mohla branit volné diftizi iontd kova roztokem ziedéného
mléka. Matrice mléka mela vSak pozitivni efekt pro stanoveni zeleza, kdy nejspiSe vytvarela
vhodné podminky pro jeho sorpci, naopak nevhodné podminky tvofila pfi stanoveni olova.

Po zhodnoceni vysledkt byla technika DGT spravné validovana na ziedénou matrici mléka
pro modelové roztoky, avsak nasledna analyza realného vzorku ziedéného mléka na ICP-OES
nemela dostatecnou citlivost pro tyto nizké koncentrace. Méfitelny byl pouze Zn s koncentraci
3,74 + 0,02 mg/1, ktera byla porovnatelna s koncentraci meéfenou po upraveé mléka mikrovinnou
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digesci (3,91 £ 0,16 mg/l). Pro budouci vyvoj techniky DGT pro stanoveni stopovych kovi
v mléce by bylo mozné podrobit prekoncentracni techniku dalSim optimalizacim, pfipadné
vyzkouset techniku DGT v kombinaci s citlivéj§i instrumentalni metodou jako je napt. ICP-
MS.
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7  SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK
AAS Atomova absorpcni spektrometrie
AGE Agarozovy gel

AMA 254  Jednoucelovy atomovy absorpcni spektrometr s generovani studenych par
(Advance Mercury Analyser 254)

APA Polyakrylamidovy gel zesitény agarézovym derivatem

BPA Polyakrylamidovy gel zesitény bisakrylamidem

CCD Detektor s vazanym nabojem (z angl. Charge-Coupled device)

CN Acetat celulozy

CTD Detektor pro pienos naboje (z angl. Charge-Transfer device)

DBL Diftizni mezni vrstva (z angl. Diffusive Boundary Layer)

DDD Doporucena denni davka

DGT Technika Difuzniho gradientu v tenkém filmu (Diffusive Gradient in Thin films
Technique)

ET-AAS Atomova absorpcni spektrometrie s elektronovou atomizaci

F-AAS Atomova absorpcni spektrometrie s plamenovou atomizaci

HNO3 Kyselina dusi¢na

ICP Indukéné vazané plazma (z angl. Inductively Coupled Plasma)

ICP-MS Hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem

ICP-OES Opticka emisni spektrometrie s indukéné€ vazanym plazmatem

IS Iontova sila

LOD Limit detekce

LOQ Limit kvantifikace

NaNOs3 Dusi¢nan sodny

NaOH Hydroxid sodny

PES Polyethersulfon

PIXE Prvkova analyza pomoci protonového svazku

PVDF Polyvinylidendifluorid

rpm Pocet otacek za minutu

RSD Piesnost méteni

SPE Extrakce na pevné fazi

XRF Rengenofluorescenéni spektrometrie
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Expoziéni plocha (cm?)

Koncentrace naméfena technikou DGT (ug/l)
Koncentrace analytu (mg/1)

Koncentrace namérena technikou ICP-OES (ug/l)
Diftizni koeficient (cm?/s)

Efektivni diftizni koeficient méfeny v 10krat fedéném mléce (cm?/s)
Diftizni koeficient pii uréité teploté (cm?/s)

Tok analytu (mol/cm?s)

Elucni faktor

Akumulaéni faktor

Tloustka difuzni vrstvy (cm)

Mnozstvi naakumulované v sorpénim gelu (ng)
doba expozice jednotek DGT v roztoku (s, pfip. h)
Teplota (°C)

Objem sorpcniho gelu (1)

Objem elu¢niho Cinidla (1)

Viskozita (Pa.s)
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