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Seznam pouzitych zkratek

AAS — atomova absorp¢ni spektrometrie

angl. — anglicky/anglického

cps — pocCet iontl dopadlych na detektor za sekundu (z angl. counts per second)
CRM - certifikovany referencni material

CZE - kapilarni zénova elektroforéza

CNM — &esky normalizovany mostomér

ETA — elektrotermicka atomizace

FAAS — plamenova atomova absorpcni spektrometrie

GC - plynova chromatografie

ICP — indukéné vazané plazma

ICP-MS — hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem
ICP-OES - opticka emisni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem

IUPAC — Mezinarodni unie pro Cistou a uzitou chemii (z angl. International Union of Pure

and Applied Chemistry)
LC — kapalinova chromatografie

LC-ICP-MS — hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem ve spojeni

s kapalinovou chromatografii
LOD — mez detekce (z angl. limit of detection)
LOQ — mez stanovitelnosti (z angl. limit of quantification)
MS — hmotnostni spektrometrie

NMWCO — mezni hodnota nominalni molekulové hmotnosti (z angl. nominal molecular
weight cut off)

OIV — Mezinarodni organizace pro révu vinnou a vino (z angl. International Organization
of Vine and Wine)

RSD - relativni smérodatna odchylka



SEC-HPLC-ICP-MS — hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem ve

spojeni s vysokoucinnou vylu€ovaci kapalinovou chromatografii
TOF — analyzator doby letu (z angl. time of flight)
UV — ultrafialova (oblast spekitra)
VIS - viditelna (oblast spektra)

VDK - vybojka s dutou katodou



1 Uvod

Vino je jednim z nejoblibenégjSich alkoholickych napoji na svété. [1; 2] Stalo se
soucasti mnoha spoleCenskych udalosti, je zmifiovan také jeho mozny pozitivni vliv na
lidské zdravi pfi stfidmé konzumaci. Vyrabi se témé&f na vSech kontinentech a rozmanitost
jeho chuti i chemického slozeni pramenni v nesCetném mnozstvi odrid, enologickych
technik i klimatickych faktort. [2] Neni vSak jedinym oblibenym produktem z vinné révy.
Zejména v Ceské republice se t&Si oblib&é &asteéné zkvaseny hroznovy most neboli

burdak.

Stanoveni kovl ve viné a podobnych produktech ma smysl z mnoha riznych
divodl. Nékteré kovy mohou vyznamné ovlivnit senzorické vlastnosti vina, at uz jde
o chut, vdni, barvu ¢&i zakal. Jiné zasadné ovliviiuji samotny proces jeho vyroby.
V neposledni fadé jde o bezpe€nost a zdravi konzumentl v pfipadé vy$Siho obsahu
toxickych kovU. Naopak obsah esencialnich prvkl, mezi které patfi i nékteré kovy, mize
byt zajimavy z vyzivového hlediska. Znalosti celkového obsahu kovl se vyuziva také pro
charakterizaci konkrétniho vina a jeho klasifikaci podle zemépisného pdvodu i pro
posouzeni pravosti, nebot obsah nékterych kovlh mize mit pfimy vztah ke slozeni pady
v oblasti, kde vinna réva rostla. [1; 2] V analyze kovl v potravinach hraje dulezitou roli

také speciacni a frakcionacni analyza.

Cilem této prace je stanoveni vybranych kovd ve vzorcich vina a bur€aku
s vyuzitim metod hmotnostni spektrometrie s induk&né vazanym plazmatem a atomové
absorpcni spektrometrie. Vzorky burcaku byly navic podrobeny frakcionaéni analyze, a to
jak ve smyslu srovnani obsahu kovl v pevné a kapalné ¢asti vzorku, tak také na zakladé
analyzy filtratu a podilu nepfefiltrovaného pfes 3kDa a 10kDa centrifugacni filtry. Vysledky

analyzy vin byly pouzity pro porovnani riznych ro€nikd v ramci odrud.

Teoreticka ¢ast se zabyva vyrobou vina, plvodem a roli kovl ve viné i dalezitosti
kontroly jejich obsahu. Dale také pouzitymi analytickymi metodami (jejich zakladnim
principem, instrumentaci a moznymi interferencemi) a v neposledni fadé také souhrnem
nékterych jiz provedenych experimentl z hlediska vyskytu kovl v tomto typu vzorku.
V experimentalni ¢asti jsou popsany pouzivané postupy pfipravy vzorkl a jejich analyzy
ataké proces validace analytickych metod. Vysledky jednotlivych vzork( vin jsou
srovnany mezi jednotlivymi roéniky a odrddami, porovnan je také obsah kovu

v jednotlivych frakcich burcaku.

Stanovované kovy byly vybrany na zakladé vysledk( semikvantitativniho méreni.



2 Teoreticka cast

2.1  Vino afaze jeho vyroby

Vino je napoj vznikajici vyhradné ¢aste¢nym nebo uplnym alkoholovym kvasenim
Cerstvych hroznl (rozdrcenych nebo ne) &i hroznového mostu. Obsah alkoholu ve viné by
nemél byt mensi nez 8,5 %, z urcitych divodl v8ak muze byt v nékterych regionech tato
hranice sniZzena legislativou na pouhych 4,5 %. [3; 4] V Ceské republice Ize zvysit celkovy
obsah alkoholu na 15 % objemovych u vina s chranénym oznaenim puvodu

a chranénym zemé&pisnym oznadenim vyrobeného z hrozn( sklizenych v CR. [4]

Dle legislativy EU se vino a podobné produkty (napf. casteCné zkvaseny hroznovy
most) mohou vyrabét jen z hroznt révy vinné (Vitis vinifera L.), pfipadné z odrad vzniklych
jejim kfizenim s jinymi druhy rodu Vitis. [5] Ceska republika ma dvé hlavni vinaiské
oblasti, kde se vinna réva péstuje — Cechy a Moravu. Ty se dale dé&li na celkem $est
vinafskych podoblasti, tvofenych jednotlivymi vinafskymi obcemi s vini¢nimi tratémi. [6]

Obdobi sklizné nastava na pfelomu Iéta a podzimu.

Prvni fazi vyroby vina po sklizni hroznt je odstopkovani a drceni. Pfi ném dochazi
k odstranéni nezadoucich &asti, jako jsou listy a stopky a dale k naruSeni bobuli, coz
umozni uvolnéni §tav (mostu) — vznika tzv. rmut. PFi drceni nesmi dojit k poruseni semen,
ze kterych by se uvolnily nezadouci horké latky. [7; 8] DalSi nakladani s moStem ma jiz

zasadni vliv na vlastnosti a kvalitu vysledného vina. [8]

Koncentrace fady sloucenin je rizna v samotné hroznové stavé, ve slupkach a ve
dieni hroznl. Kromé organickych molekul (taniny, antokyany atd.) se to tyka napfiklad
i drasliku a dalSich mineralnich latek. [8] Kontakt Stavy se slupkami (macerace) je proto
dulezitym krokem pro extrakci téchto zZivin a latek dodavajicich chut a aroma do
vysledného produktu. Z popraskanych bunék se uvolfuji také enzymy, které proces
extrakce dale podporuji, podileji se na syntéze sloucenin dulezitych pro chut a také
hydrolyzuji makromolekuly na jednodussi formy dale vyuzitelné kvasinkami a bakteriemi.
Doba, po jakou jsou slupky s hroznovym mostem v kontaktu, se liSi podle druhu vina.

Nasleduje lisovani rmutu pro ziskani dalSich podild mostu a fermentace. [7]

Pfi vyrobé bilého vina jsou slupky brzy odstranény, aby nedochazelo k pfilisné
extrakci fenoll a pfirozené mikrofléry, ktera se na nich vyskytuje (macerace vétSinou
netrva vice nez nékolik hodin). [8] Kva$eni nastava az po oddéleni mostu od pevnych

soucasti (matolin — vylisované slupky) lisovanim. [7]



U Cervenych vin trva macerace déle (tydny) a probiha sou€asné s kvasenim.
Vznikajici ethanol mimo jiné dale podporuje extrakci antokyand, tanin( (tfislovin) a dalSich
aromatickych latek z pevnych soucCasti. Rozpusténé fenolické slouceniny dodavaiji

C¢ervenému vinu jeho vzhled, chut a dalSi vlastnosti, projevujici se napf. i pfi jeho zrani. [7]

Rlzova vina se vyrabi typicky z modrych hrozn(, které jsou pfed kvasenim
podrobeny pouze kratké maceraci. Stava z naruenych hroznd se ponechava v kontaktu
s pevnymi Castmi bobuli pfi nizkych teplotach, dokud neni extrahovano dostate¢né
mnozstvi barviv (obvykle 12—-24 hod). VoIné odtékajici a vylisovana stava (obecné mohou
byt spojovany v riznych pomérech podle typu a stylu pozadovaného vina) je nasledné
oddélena a podrobena kvaSeni podobné jako u bilého vina. Pfipadné je také mozné

lisovat celé hrozny, coz je pomaly proces vedouci k pouze omezené extrakci barviv. [7]

Bé&hem kvaSeni kvasinky pfeménuji cukry na alkohol a CO,, uvolfuje se teplo.
Teplota je dulezitym parametrem, ktery se pfi vyrobé kontroluje — ma vliv na aktivitu
kvasinek a vznik raznych aromatickych latek. Kvaseni mize zacit spontanné vlivem
kvasinek pfirozené se vyskytujicich na ovoci (hroznovych bobulich), pfipadné z pfistroju
na drceni. BéZné se v8ak most tzv. inokuluje zndmymi kvasinkami (nejcastéji
Saccharomyces cerevisiae). Ty kromé pfemény cukr(l na alkohol také vytvareji buket
a chut typickou pro dané vino. Kvaseni je ukon€eno umrtim kvasinek pfi dosazeni

uréitého obsahu alkoholu. [7]

Po alkoholovém kvaseni jesté nékdy, zejména u &ervenych vin a v regionech
s chladné&jsimi klimatickymi podminkami, kde sniZzeni kyselosti zlepSuje chutové
charakteristiky vina, nasleduje tzv. malolaktické (jable€no-mlééné) kvaseni. Béhem néj
dochazi ke zjemnéni chuti diky pfeméné dikarboxylové kyseliny jablecné na
monokarboxylovou kyselinu mlé¢nou, a tedy nartstu pH (rovnice 1). U bilych vin neni tak
vyhodné, nebot tato vina jsou jemnéjSi a nachylngjSi k nezadoucim zménam v chuti.
Zachovani kyselosti a svézi chuti je u nich navic Casto zadouci. Rozvoji jable¢no-
-mlééného kvaSeni Ize zabranit pfidavkem SO,, v€asnym c¢ifenim a skladovanim pfi

nizkych teplotach. [7]

OH (e) Mn2+ HO OH
> CO
HO , D H + 2
I OH (0] CH,
o (1)



DalSi fazi vyroby je zrani v sudech nebo tancich, které trva po dobu nékolika tydnul
nebo mésicu. Béhem skladovani unika prebyte¢ny CO,, vytraci se kvasinkovy zapach,
suspendovany material se srazi, muze dochazet ke zméné aromatu a vzniku vyzralého
buketu. Poté je vino sta€eno — dojde k jeho oddéleni od pevnych casti (pfevazné bunky
mrtvych kvasinek a bakterii, zbytky bunék hroznl a vysrazené taniny, proteiny a krystaly
vinanu draselného) usazenych na dné. K jejich usazeni doSlo bud pfirozené nebo béhem
Cifeni, tedy srazeni s Cifidly (napf. bentonit, Zzelatina, aktivni uhli, albumin, kasein a dalsi),
kdy na zakladé adsorpce nebo opaéného elektrického naboje vznikaji vétsi agregaty,
které rychleji sedimentuji. Kdyby nebyly oddéleny, mohly by zpusobit vznik nezadoucich
pachl, zakalu a podpofit mikrobialni kazeni. Vino je pfed lahvovanim také casto

filtrovano. [7]

Mezi povolené upravy pfi vyrobé vina dale patfi napfiklad tepelné oSetfeni,
pridavek enzym(, oxidu sificitého, nékterych regulatord kyselosti, provzdusfovani

kyslikem, argonem nebo dusikem, vyuziti kouskd dubového dfeva apod. [8; 9]

Cely proces je zakon&en lahvovanim. PFi ném je do vina &asto pfidavano malé
mnozstvi SO, (0,8-1,5 mg-I'!) jako konzervant. Vino dale zraje v lahvich nékolik mésicu &i
let, coz pfispiva k harmonizaci jeho chuti a vymizeni pachuti acetaldehydu vzniklého

kontaktem s kyslikem pfi lahvovani. [7]

Dulezitym meziproduktem vyroby vina je burcak, tedy c&aste¢né zkvaSeny
hroznovy most s obsahem alkoholu vyS8$im nez 1 % objemové a nizSim nez tfi pétiny
celkového obsahu alkoholu (soucet skuteného obsahu alkoholu a alkoholu, ktery by mohl
vzniknout Uplnym zkvaSenim obsazenych cukr(l). [5] Buréak je oblibenym napojem
typickym pro Ceskou republiku, znamy je také v nékterych sousednich statech. Jako
bur¢ak smi byt oznaCovan pouze pokud pochazi vyluéné z vinnych hroznu, které byly
sklizeny a zpracovany na tuzemi Ceské republiky. Nabizen m(ze byt pouze v obdobi mezi
zaCatkem srpna a koncem listopadu roku, ve kterém byly hrozny sklizeny, pokud je ve

stavu kvaseni. [10]

2.2 Kovy ve viné a buréaku

V hroznech i ve viné je obsazeno mnoho mineralnich latek. Vétsina z nich je pro
rostliny, v€etné vinné révy, dllezita ve stopovém mnozstvi jako mikroziviny (Cu, Fe, Mn,
Mo, Zn) a slouzi jako kofaktory &i aktivatory enzym( a vitamind. Kromé metabolickych
procesu v rostlinach vyznamné ovliviiuji i fermentacni procesy. [1] Nalezneme je také

v rostlinnych pigmentech. Nékteré, napfiklad Ca a Mg, patfi i k makrozivinam. [7] Kovy se



mohou vyskytovat ve formé volnych iontl, v komplexech s organickymi kyselinami i jako

specie s velkymi molekulami pektickych polysacharid(l, peptidu, proteind a polyfenolu. [1]

2.2.1 Vyskyt

NejzastoupenéjSim kovovym iontem v hroznové stavé a moStu je draselny kation.
Asi 30-40 % drasliku v hroznech se nachazi ve slupkach, kde reguluje osmoticky tlak
v burikach podobné, jako to déla cukr v duziné. Nékteré kovy, jako Ca, Mn nebo Zn maji

tendenci hromadit se v semenech. [7]

Na extrakci kovl do hroznového mos$tu ma vliv délka macerace, teplota, lisovani,
kyselost a obsah alkoholu. [1] Tézké kovy se béhem kvaseni Casto vysrazi, a proto je
jejich obsah ve viné vétdinou mensi nez v hroznovych bobulich. Vy38si obsah potom
napovida, ze doslo ke kontaminaci az po stadiu kvaSeni. [7] Vyskyt kovl ve viné je vSak

velmi rGznorody. [2]

2.2.2 Puvod

Existuji dva hlavni zdroje kovl ve viné — pfirodni a antropologicky. Pfirozené se
ionty kovl dostavaji do rostlin vinné révy z pudy. Jejich vysledna koncentrace zavisi na
jejich pfijmu rostlinou, akumulaci v plodech, ale i klimatickych vlivech (napf. horké klima
koreluje vétSinou s vétSim obsahem drasliku v hroznech nez mirné a chladné klima). [1; 2;
7] Kromé vstfebavani kofeny hraje roli ale i usazovani prachu na bobulich. [1; 2]
Z pfirodnich zdroju se takto navySuje koncentrace Sr, Mn, Al, Ti, znecisténim z lidské
¢innosti pak zejména tékavych prvkd, Pb, V, Zn, Ni a Cd. [11] DalSim pusobenim
Clovéka — pfi péstovani (pouziti hnojiv, pesticidl), vyrobé (pouziti Cefidel, pfisad, stroje,
potrubi, skladovaci nadoby, ...), ze zneCisténého zivotniho prostiedi a pfripadné
z podvodnych praktik (pouziti zakazanych chemikalii) se do produktd z vinné révy

dostavaiji dalsi kovy. [2; 11]

Fe, Al, Cr a Zn se mohou dostat do vina z nastroju pouzitych pfi vyrobé, obzvlast
pokud jsou zkorodované. Ktomu muze pfispivat i oxid sifiCity, hojné vyuzivany ve
vinafstvi nejen jako konzervant, ale také dezinfekCni prostfedek k CiSténi pouzitého
vybaveni. Hlinik, spolu s prvky vzacnych zemin, v8ak pochazi zejména z pouZiti
bentonitu. [7; 11] | aktivni uhli a dal§i ¢ifidla mohou byt zdrojem kovu — napf. Ca, Mg ¢i Cr.
[71 V malé mife se hlinik vyskytuje ale i v samotné hroznové stavé (fadové okolo

0,1 mg-I'%, ve finalnim viné byl pozorovan nartst na 10 mg-It). [1]

Hlavnim zdrojem Cd jsou potom fosfore¢na hnojiva. [2] Hnojiva a pesticidy mohou

zvySovat také obsah Cu, As, Mn, Pb ¢i Zn. [2; 11] V Gvahu je nutné brat napfiklad



i kontaminovany kompost — zvySuje koncentrace Zn, Pb, Cd, Cu, nékdy az k toxickym
hladinam. [7] Pesticidy (siran médnaty) jsou vedle kontaktu s bronzovymi materialy pfi
vyrobé nejvétsim zdrojem médi ve viné. PfiliSné pouzivani pesticidl na bazi médi muze
poskodit jak samotnou vinnou révu, tak i kvalitu vina. Méd je ale také Casto pfidavana
zamérné, za ucCelem odstranéni pachl organickych sloucenin obsahujicich siru. Na
druhou stranu obsah médi se snizuje pfi kvaseni tvorbou nerozpustnych sulfidl, které

sedimentuji a jsou z vina odstranény spolu s mrtvymi kvasinkami. [2]

Siran vapenaty se mlze pfidavat do sodnych pld pro zlepSeni propustnosti vody,
CaCOs; se zase pouziva ke zvySeni pH kyselych pld i k odkyseleni samotného vina. Oboji
zvySuje obsah vapniku ve vysledném napoiji. [7; 1] Koncentrace chromu roste se stafim
vina, pravdépodobné v dusledku kontaminace pfi skladovani z nerezovych nadob &i lahvi

ze skla barveného oxidem chromitym. [12]

VyS8Si koncentrace Cd a Pb byly v minulosti nalezeny ve vinech z vinic
nachazejicich se v blizkosti silnic €i v primyslovych oblastech. Dfive kontaminace olovem
pochazela pfedevsim z benzinu obsahujiciho tetraeethylolovo jako antidetonacni pfisadu,
dnes je usazovani olova z atmosféry jiz minimalnim zdrojem. Kontaminace olovem
nastavala také pfi pouziti mosaznych soucastek ve vyrobé (pumpy, ventily, potrubi), dnes
jsou nastésti nahrazovany nerezovou oceli. Historicky bylo olovo také soudasti uzavéra
lahvi, které se v sou€asnosti uz rovnéz nepouzivaji. [2] Z hroznl je do stavy uvolfiovan

navic jen minoritni podil olova a také dochazi k jeho srazeni béhem fermenace. [7]

2.2.3 Uginky
2.2.3.1 Dusledky pfitomnosti kov(l ve viné

Kovy maji také vyznamny vliv na kvalitu vysledného produktu. Proto je dulezité
pribézné sledovat jejich koncentrace béhem celého procesu vyroby. Podileji se na vzniku
vina a vyvoji redoxnich procest béhem jeho zrani, maji vliv na vyskyt kvasinek v mostu.
Nadbytek kovovych iontd ma v8ak za nasledek negativhi zmény organoleptickych

vlastnosti. [2]

V malém mnozstvi hraji kovy (Fe, Cu, Mg, Zn, ...) vyznamnou roli ve
fermentacnich a metabolickych procesech jako aktivatory &i kofaktory enzym(. [1] Malé
koncentrace Mo?* a Co?* stimuluji rast kvasinek, ionty drasliku zvy$u;ji jejich odolnost vici
jinym toxickym iontlim a také stabilizuji optimalni pH pro fermentaci. Hofe¢naté kationty
napomahaji kvasinkam, aby se dokazaly pfizpUsobit rychle naristajicimu obsahu alkoholu
béhem fermentace a také se spolupodileji na aktivaci pfijmu cukrl, ktery je dale

stimulovan sodnymi kationty. Zeleznaty i Zelezity kationt nalezneme v aktivnim misté fady
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kvasinkovych protein(. [7] Méd, Zelezo a mangan vytvareji béhem zrani a skladovani vina
stabilni komplexy s aminokyselinami a polyfenoly, které maji vliv na prabéh zrani a uréuji

vyslednou chut, vlni a barvu vina. [2]

Vzhledem ke schopnosti kovovych iontd uc€astnit se redoxnich (oxidacné-
-redukénich) reakci vSak muaze vlivem jejich pfitomnosti dochazet ke hnédnuti, vzniku
zakalu ¢&i trpké chuti. [2] Zakal vznika i v disledku tvorby komplexdl kovovych iontud
s nékterymi organickymi kyselinami, proteiny ¢i fenolickymi slou¢eninami. [7] Ke tvorbé
zakalu a nezadoucich zmén barvy, vané a chuti pfispivaji napfiklad Al, Cu, Fe, Mn, Ni Ci
Zn. [2] Konkrétné Zeleznaté a médnaté ionty katalyzuji napfiklad oxidaci kyseliny vinné na
kyselinu glyoxalovou, jejiz dalSi reakce (polymerace fenoli bez nutnosti jejich pfimé
oxidace, kondenzace s antokyaniny, pfip. jejich degradaénimi produkty za vzniku
oranzovozlutych pigmentu aj.) vedou ke hnédnuti. lonty Zeleza mohou také katalyzovat
Maillardovy reakce a pozdéjSi tvorbu barevnych komplext, nebo polymerizaci fenoll
s acetaldehydem, jehoZz syntéza je zase katalyzovana ionty manganu. [7] Vzniklé
polymery se srazi, ¢imz se obsah fenolickych slouenin a tanin( ve vysledném viné
vyznamné snizuje. [2] Méd a v menSi mife i zelezo katalyzuji také Fadu oxidacnich reakci
bez pfitomnosti kysliku, napf. pfeménu kyseliny askorbové na dehydroaskorbovou, ktera
se dale rozpada na kyselinu $tavelovou a threonovou. [7] Pfi koncentraci médnatych iontd
vétsi nez 1 mg:-I'* a Zelezitych iontl vétsi nez 7 mg-I*! dostava vino nepfijemnou sviravou
kovovou pachut, a zejména pfi vysokém obsahu tanini &i vysokém pH se vyskytuje
i zakal. Hlinik tvofi zakal pfi koncentracich vétSich nez 10 mg-I?* [2] Jelikoz méd, spolu
s dalSimi zminénymi kovy, urychluje oxidacni procesy vedouci ke kazeni vina, doporucuje
se udrZovat jeji koncentraci v rozmezi 0,3-0,5 mg-It. To je mozné napi. s pouzitim
iontové vyménnych pryskyfic, pfinasi to s sebou v8ak nevyhody v podobé sniZzeni obsahu

polyfenolll a aromatickych slou€enin. [1]

Dal8im pfispévkem ke kaZeni vina je srazeni hydrogenvinanu draselného a vinanu
vapenatého, pfi vysokych koncentracich drasliku a vapniku. [13; 1] Vlahvich mlze
kyselina stavelova, pochazejici predevSim z mosStu a v malé mife také ze Zelezem
indukované pfemény kyseliny vinné, stabilizovana redoxnim potencialem mladého vina
v komplexech se Zelezem. Narust redoxniho potencialu bé&éhem zrani vSak vede
k nestabilnim Zelezitym formam, které disociuji a kyselina Stavelova se tak maze vazat do
krystall s vapnikem. Odstranéni kyseliny Stavelové je mozné &ifenim brzy po zacatku
zrani, preferovany zpusob feSeni vSak spociva spiSe v kontrole a udrzeni rozumného

obsahu vapniku. [7]



2.2.3.2 Role kovU v rostlinach

Také v samotnych rostlinach vinné révy hraji ionty kovl nepostradatelnou roli.
V bufikach pfispivaji k regulaci metabolismu, zachovani spravného pH cytoplazmy

a iontové rovnovahy. [7]

Draslik a vapnik jsou pfirozenou soucasti hroznu a jejich koncentrace odrazi stav
vinné révy v poslednich stadiich zrani hrozn(. [1] Kromé& osmotické a iontové rovnovahy
je draslik nezbytny také pro elektrochemické procesy, neutralizaci organickych kyselin,
syntézu proteind, aktivaci nékterych enzymu. Rostliny (vinna réva) ho ziskavaji ve formé
K* z ptdniho roztoku. Nedostatek drasliku v pudé, napfiklad v disledku nerovhomérného
rozlozeni urodné pldy vlivem eroze, v pisCitych pudach a plidach s vysokym obsahem
Ca, Mg ¢i fosforeCnanu, ma neblahy vliv na rostlinu. Dochazi ke ztraté zeleného zbarveni,
hnédnuti okrajl listd, vinna réva s malym obsahem drasliku je také méné odolna vuci
suchu a mrazu. Draslik zvySuje kvalitu hrozni — zvyrazfiuje jejich zbarveni a zajistuje
dostatecnou kyselost. Naopak jeho nadbytek v§ak vede k pfiliSnému narlGstu pH hroznové
stavy a také k potlaeni pfijmu hofCiku kofenovym systémem. V takovych pfipadech je

€asto nutna Uprava pH mostu &i vina pfidavkem kyseliny vinné. [7]

Vapenaté ionty jsou aktivné vychytavany burikami béhem jejich rastu, aby mohly
byt zac¢lenény do protein bunéénych stén a zpevnovat je. To se uplatni jak pfi ristu vinné
révy, tak pfi rlstu kvasinek béhem fermentace. Vapnik také reguluje propustnost

buné¢nych membran, transport iontd a hormond, funkci enzym. [7]

HofCik je znamy jako kofaktor chlorofylu nezbytny pro fotosyntézu, je ale také
soucasti nékolika klicovych enzym( katalyzujicich glykolyzu, aktivuje fermentacni
enzymy, enzymy prenasejici fosfat a také stabilizuje membrany i strukturu nukleovych
kyselin. Hof¢ik se pomérné snadno vymyva z pldy, proto muze dochazet k jeho

nedostatku napfiklad v oblastech, kde hodné prsi. [7]

Mangan slouzi jako aktivator a kofaktor enzyma (je napf. slozkou fotosystému Il
v chloroplastech), uCastni se syntézy mastnych kyselin, neutralizace toxickych
kyslikovych radikalt ¢i redukce dusi¢nanti na amoniak. Mn?* stimuluje syntézu proteinu
areguluje uginky zinecnatych iontl. Jako vétSina dvojmocnych kationtd je deficientni
v alkalickych piscitych padach, coz ma za nasledek zasychani vyhonkd, vznik zlutych
skvrn v zilnatiné list(, zejména na spodnich listech a listech vystavenych slunci, a dalsi
pfiznaky Casto zaménitelné se znamkami nedostatku zinku. Extrémni nedostatek
manganu vede k mensi urodé. Naopak v malo provzdu$nénych kyselych puadach muze

mangan pusobit toxicky. [7]



Zinek je, stejné jako hofcik, esencialni pro glykolyzu a syntézu nékterych vitamina.
Je kofaktorem enzymu karboanhydrazy a Ucastni se syntézy kyseliny indolyloctové. Jeho
pfilem je omezen v alkalickych pldach v disledku malé rozpustnosti. Toxicita je méné

Casta, ale mlze vést k zastaveni rustu kofena. [7]

Zelezo je nezbytné pro syntézu chlorofylu a vyvoj chloroplast(. Jako kofaktor se
ucastni také redoxnich reakci pfi pfenosu elektronud, nalezneme jej v enzymech katalaze
formu Zelezitou, ktera je chelatovana zejména s citratem a transportovana do vyhonka.
V listech je zasobni formou Zeleza proteinovy komplex fytoferritin. Nedostatek Zeleza
vede ke zmenSeni uUrody i velikosti samotnych hroznovych bobuli. Dochazi také

ke zloutnuti listll, zelena zUstava pouze zilnatina. [7]

Méd je dulezita jakozto kofaktor pulsobici v oxidaénich reakcich zahrnutych
v dychani, syntéze proteind, cukrd ¢i chlorofylu. Molybden redukuje dusi¢nany, rovnéz se

ucastni syntézy chlorofylu a proteinu. Zfidkakdy je ho v pudach vinic nedostatek. [7]

2.2.3.3 Pusobeni na ¢lovéka

Kromé vlivu na kvalitu vina a vstupnich surovin, mohou mit kovy také dopad na
lidské zdravi. [2] Konzumace vina mUze pfispét k dennimu pfijmu nékterych esencialnich
prvkd, jako je zelezo, naproti tomu As, Al, Cd &i Pb nemaji zadnou vyzivovou hodnotu
a jsou potencialné toxické. Proto je dllezité, aby ve viné nebyly prekroceny pfipustné
koncentrace téchto prvkid. Nékteré prvky jako Cu a Zn jsou pro lidské télo esencialni

v malych koncentracich, ve vétSim mnozstvi vS§ak mohou plsobit toxicky. [1; 2]

Biologicka dostupnost a toxické ucinky kovl ale také vyznamné zavisi na tom,
v jaké chemické formé& se vyskytuji. Mohou se vyskytovat volné nebo tvofit komplexy
s biologickymi ligandy. Proto hraje v analyze potravin kliCovou roli také speciacni analyza
kovu. [1]

Konkrétné ve viné mohou byt kovy vazany napfiklad v komplexech s fenolickymi
slou€¢eninami, avSak pfi nizkém pH v zaludku béhem traveni dochazi k uvolfovani
volnych iontd, které mohou byt absorbovany a zplsobovat toxické ucinky. Napfiklad
zpUsobuji oxidaéni stres a interferuji s jinymi, esencialnimi kovy, ¢imz mohou také
inhibovat funkci nékterych enzymd. Nadmérny pfijem médi mGze zpusobit travici obtize,
nevolnost, zvraceni, bolesti bficha a svalu. Pfi dlouhodobé konzumaci mize dochazet
k bioakumulaci a poskozeni jater Ci ledvin. Kovy jsou spojovany také s nékterymi

onemocnénimi, jako je cukrovka (As), kardiovaskularni onemocnéni (As, Pb),



Vv,

karcinogenita a teratogenita (As, Cd). [2]

Bézné koncentrace toxickych kovl ve viné jsou natolik nizké, Zze by nemély
zpusobit akutni otravu. Pfispivaji vS8ak k celkovému pfijmu kovl potravou a pfi
dlouhodobégjsi konzumaci mize byt organismus vystaven jejich nadmérnému mnozZstvi.
[2] NejvysSi povolené limity pro koncentrace ve viné plati pro olovo, kdy nafizeni EU
2023/915 zavadi hranici 0,2 mg-I*! pro vina vyprodukovana ze sklizni v letech 2001-2015,
0,15 mg-I* v letech 2016-2021 a 0,1 mg-I* ze sklizni od roku 2022. [14] Sva doporuceni
vydava také Mezinarodni organizace pro révu vinnou a vino (OIV). Napfiklad 5 mg-I* pro
zinek, 1 mg-I* pro méd, 0,01 mg-I* v pfipadé kadmia nebo 0,15 mg-I* u olova. Naproti
tomu obsah manganu ¢&i chromu ve viné neni upravovan. [1; 2] Nékteré staty maji limity

upraveny také ve své vlastni legislativé. [2]

2.3 Pouzivané analytické metody

Metody oficialné doporu¢ované Mezinarodni organizaci pro révu vinnou a vino pro
stanoveni kovl ve viné jsou zalozené zejména na atomové absorpéni spektrometrii,
jakozto selektivni a citlivé metodé. AAS (s plamenovou ¢€i elektrotermickou atomizaci),
ICP-MS a ICP-OES patfi k nej¢astéji pouzivanym technikam stanoveni kovovych iont.
Pro stanoveni médnatych, olovnatych, kademnatych ¢&i zine€natych iontl byly pouzity také
elektrochemické metody, zejména potenciometricka rozpoustéci analyza, umoznujici
pfimé& méfeni i speciaCni analyzu a také anodicka rozpoustéci voltametrie, ktera v8ak

vyZaduje rozklad vzorku pfed analyzou. [1; 2]

Vzorky vina je technikami atomové spektrometrie nékdy mozné méfit pfimo po
pouhém nafedéni &i okyseleni, nej¢astéji se ale vyuziva rozkladu vzorku pfed analyzou.
Ten je obecné mozno provadét nékolika zpusoby, napfiklad spalovanim, oxidaénim

Vv s

s vyuzitim mikrovinného zareni. [1; 2]

2.3.1 Rozklady vzorku s mikrovinnym zafenim

Rozklad vzorku je dulezitym a ¢asto nezbytnym krokem pfedchazejicim samotné
analyze. Pevné vzorky vyzaduji rozklad &i rozpusténi, aby byly pfevedeny do kapalné
formy vhodné pro analyzu. Rozkladat ma smysl i kapalné vzorky, kvili odstranéni
organické matrice zejména u biologickych a jinych vzorkl. Slozky matrice by mohly
zpusobovat matricové interference a ovlivhovat intenzitu signalu béhem méreni. [1; 15]
Rozklad je nezbytny obzvlast v pfipadé, kdy je obsah kovl blizky mezi detekce metody.
[1; 2]
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Pro vzorky vina je nejpouzivanéj$im zplsobem rozkladu rozklad na mokré cesté
Vv uzavieném systému s pouzitim smési kyseliny dusicné a peroxidu vodiku. Zejména pro
analyzu pomoci ICP-MS je pouziti HNO3; vyhodné, nebot tato kyselina tvofi nejméné
polyatomickych interferenci, na rozdil tfeba od HCIO4 a H,SO., jejichz pouziti mize vést
ke vzniku ¢&astic ClIO*, SO* nebo SO.". Rozklad v uzavieném systému je vhodné&jSi
predevsim pro tékavé prvky, brani také kontaminaci zvenci a sniZuje spotfebu Cinidel. [15]
K urychleni rozkladu se vyuziva mikrovinného zafeni ¢i UV fotolyzy. [1] Je také mozné

pfidat katalyzatory jako V.Os €i jiné slou¢eniny vanadu, pfipadné molybdenu. [2; 15]

Pfi rozkladu dochazi k oxidaci organické matrice (pfesngji k jejimu naruseni
kyselou hydrolyzou a nasledné oxidaci vzniklych meziproduktd) a uvolnéni analytu. [1; 15]
K vyhodam patfi také dosazeni vhodnéjsi konzistence, ziskany vzorek je méné viskozni

a vice homogenni. [15]

Mezi nejCastéjsi Cinidla pouzivana pro rozklad na mokré cesté patfi kyseliny jako
HNO3, H2S04, HCIO4, HCI, HF, pfip. jejich smési a H20,. Jejich teplota varu limituje
teplotu pfi rozkladu, proto je obecné dosahovano nizSich teplot nez pfi rozkladech na
suché cesté (spalovani). [15; 16] ProtoZe teplota urCuje rychlost reakce, vyuZiva se
mikrovinného ohfevu. Mikrovinné zafeni, generované magnetronem o frekvenci
2450 MHz, vyvolava pohyb iontl a rotaci dip6l, ¢imz narlsta teplota. Nedochazi vSak
ke zméné struktury molekul. Ohfev vzorku a rozkladné smési kyselin je mnohem rychlejsi
a ucinngjsi nez u pfimého ohfevu, nebot nastava pfimo v materialu a stény nadobek se
nezahfivaji. To je umoznéno volbou vhodného materidlu, ktery mikrovinné zafeni
pfevazné propousti — teflon, taveny kifemen, sklo. [15] Mikrovinné mineralizatory Ize
rozdélit podle typu konstrukce na mineralizatory s fokusovanym ¢i rozptylenym polem

a tzv. Single Reaction Chamber. [16]

Mezi hlavni vyhody rozkladd s mikrovinnym zafenim patfi kromé urychleni reakce
také mensi spotfeba reagencii. Tyto rozklady umoziuji rozlozit velké mnozstvi vzorku pro
dosazeni nizkych mezi detekce a také zvySit kapacitu laboratofe diky uspofe Casu,
energii i €inidel. [15; 16] Vysledné mineralizaty maji nizky obsah uhliku a rozpusténych
pevnych latek a jsou vhodné pro pouziti rGznych detek&nich technik i pro viceprvkovou
analyzu. Rozklady vyZivajici mikrovinné zafeni splfiuji poZadavky zelené chemie
a snadno se pouzivaji. Podle typu mikrovinného systému muze byt dosahovano vysokych
hodnot teploty a tlaku (18 MPa, 300 °C), coz umozni rozklad i vzork( velmi tézko

rozloZitelnych za béznych podminek. [16]
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Rozklad vzorku v8ak nelze pouzit pro speciaéni analyzu, nebot b&hem néj dochazi
k uvolnéni analytu z rdznych vazeb a forem a Casto také k jeho oxidaci. [15] | pouhé

okyseleni vzorkd HNO3; muze vést k uvolnéni kovovych iontll z vazeb s ligandy. [2]

2.3.2 Atomova absorpc&ni spektrometrie

AAS je soblibou pouzivanda metoda stanoveni kovl nejen ve viné. Patfi
k metodam s relativné nizkymi pofizovacimi a provoznimi naklady, dobrymi mezemi
detekce a snadnou obsluhou. Umoznuje stanoveni vice nez 60 prvkd, vzhledem k jejich
koncentracim ve viné se v8ak pro tento typ vzorkGl pouziva zejména pro stanoveni
alkalickych kovl, kovl alkalickych zemin, médi, Zeleza, manganu a zinku. PFi pouziti
elektrotermické atomizace je mozné stanovovat také olovo, kadmium, chrom ¢i arsen. [2]

Obvykle stanovované koncentrace se pohybuji od jednotek ug-I* az po desetiny g-I*. [15]

2.3.2.1 Zakladni princip

Absorpci fotonu z UV &i VIS oblasti spektra dojde k excitaci valencniho elektronu,
ktery zUstava na vy$Si energetické hladiné po dobu asi 10® s. Méfi se Ubytek toku zareni
vlivem takovéto absorpce. V AAS jsou nejvyuzivanéjSi tzv. resonanéni prechody, tedy
prechody ze zakladniho stavu. Pro citlivé méfeni je tedy podstatné, aby byl energeticky
nizSi zakladni stav obsazeny vice nez stav excitovany. Pomér Cetnosti obsazeni téchto

hladin v zavislosti na teploté udava Boltzmannovo rozdéleni:

W= ] @

kde N; je pocet atoml v excitovaném stavu, No poCet atomu v zakladnim stavu,
g; statisticka vaha a E; energie excitovaného stavu, go statisticka vaha a Eo energie

zakladniho stavu, k Boltzmannova konstanta (1,38:10% J-K'!) a T absolutni teplota.

Pfi teplotach v béznych atomizatorech je vétSina vzniklych atom( v zakladnim stavu
a pocet excitovanych atomu je oproti nim zanedbatelny. K obsazovani vyS$Sich hladin

dochazi az pfi mnohem vyssich teplotach (nad 3000 K), napf. v plazmatech. [15]

Spektrum kazdého prvku ma charakteristicky pocCet specifickych Car. Pfirozena
Sitka spektralni Cary je asi 10° nm. Dochazi v8ak k Dopplerovu rozsifeni vlivem
neusporfadaného pohybu atoml a srazkovému — Lorentzovu rozSifeni. [15] Kvantitativni
stanoveni vychazi ze srovnani naméfené absorbance s absorbanci kalibracnich

standardll o znamé koncentraci a z Lambertova-Beerova zakona:
A= ¢-c-d 3)

kde A je absorbance, € molarni absorpéni koeficient, c koncentrace a d Sifka kyvety.
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2.3.2.2 Instrumentace

Atomovy absorpéni spektrometr se sklada ze zdroje zafeni, atomizatoru,

monochromatoru a detektoru. [17]

Jako zdroj zafeni se pouziva vybojka s dutou katodou. Jedna se o Carovy zdroj
emitujici spektrum stanovovaného prvku. Pro kazdy prvek je tedy potfeba samostatna
vybojka. Existuji i vybojky viceprvkové, jejichz katoda je tvofena slitinou vice prvkl, avSak
intenzita jednotlivych C€ar je u tohoto typu vybojek nizSi a také roste riziko spektralnich
interferenci. Princip fungovani vybojky s dutou katodou je naznaCen na obrazku 1.
Vybojka naplnéna inertnim plynem pfi nizkém tlaku obsahuje dutou katodu ze
stanovovaného prvku, pfipadné jeho slitiny. Vlozené vysoké napéti zplUsobi doutnavy
vyboj a dochazi k vyrazeni atoml z povrchu katody ionty vzacného plynu. Ty spolu
s elektrony dalSimi srazkami excituji vyrazené atomy na vySSi energetickou hladinu a pfi

navratu do zakladniho stavu dochazi k emisi charakteristického zafeni. [15]

— Ar' P— | -M—'—l "
M.
() - ' Pad 3
{ SN (E <G R e
I e .
odpraseni excitace emise

Obr. 1 — Schéma proces(l probihajicich ve vybojce s dutou katodou [15]

V pfipadé pouziti tzv. superlampy je vnitini prostor katody bombardovan elektrony
Z pfidavného emitoru a je dosahovano asi o fad vys$Si intenzity zareni, diky potlaceni
samoabsorpce atomy ve zdroji. DalS§im moznym zdrojem zafeni pro AAS je
bezelektrodova vybojka, ktera generuje jesté intenzivnéjsi zareni a uzké profily €ar, proto
se vyuziva pro prvky, jejichZz hlavni rezonancni €ary lezi v oblasti pod 220 nm (As, Se,
Pb), kde jiz dochazi ke ztratam zafeni absorpci vzduchem. Pfi pouziti vysokorozliSovaciho
monochromatoru a ploSného polovodi¢ového detektoru je mozné vyuzit také kontinualni

zdroje zafeni. [15; 17]

Atomizator slouzi k pfevedeni analyt( na volné atomy v zakladnim stavu a zaroven
jako mérna cela. RozliSujeme plamenovou atomizaci v ustaleném stavu, kdy je pocet
vzniklych atomu pouze funkci koncentrace analytu ve vzorku a elektrotermickou atomizaci
nadavkovaného mnozstvi vzorku, kdy mnozstvi vzniklych atoml zavisi na C¢ase

a hmotnosti analytu v daném alikvotu vzorku. [17]

Pfi plamenové technice dochazi ke kontinualnimu nasavani a zmlzovani roztoku

vzorku, jehoz vznikly aerosol (se smési plynd paliva a oxidovadla) je zavadén do
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Stérbinového hofaku. [15; 17] V plameni nastava odpafeni, rozklad a atomizace slozitymi
termodisociaénimi a termochemickymi procesy. Slozeni plamene je nejCastgji
acetylen-vzduch, pfipadné pro termostabilni slou¢eniny acetylen-oxid dusny. Opticka osa
pristroje prochazi zénou plamene, v niz je nejvyssi hustota volnych atomu analytu. To se

mdze liSit v zavislosti na mechanismu atomizace. [15]

Elektrotermicka atomizace slouzi pro atomizaci jednorazové davky vzorku
aumoznuje dosazeni nizSich mezi detekce nez FAAS. Grafitova kyveta, umisténa
v optické ose spektrometru a chranéna pred spalenim atmosférou argonu, je elektricky
vyhfivana podle teplotniho programu. Ten se sklada z nékolika fazi — suseni, pyrolyzy,
atomizace a Cisténi atomizatoru. B&éhem kroku atomizace je odecitan absorp&ni signal
a proud inertniho plynu je sniZzen na minimum. Vyhodnoceni probiha integraci plochy
ziskaného piku. Elektrotermickd atomizace umozZfiuje analyzu kapalnych (davkuji se

jednotky az desitky ul), ale i pevnych vzorkl a suspenzi. [15; 17]

kapilara
pneumatického
zmiZovace

davkovaci otvor
=

Zafeni

VDK

11
b
Obr. 2 — Grafitova kyveta v ETA [17]

Neabsorbovany podil zafeni prochazi skrz monochromator do detektoru. Tim je
nejCastéji fotonasobi€. [15; 17] Dulezita je modulace zareni, ktera dovoluje rozlisit zareni
ze zdroje od zafeni vytvafeného atomizatorem. Realizuje se nejCastéji mechanickym

pferusovacem rotujicim s frekveci 50 Hz. [17]

2.3.2.3 Interference

PFi atomizaci v plameni mize dochazet k nékolika typam interferenci. Transportni
interference ovliviiuji mnozZstvi vzorku, které ve formé aerosolu dosahne plamene, napf.
v zavislosti na viskozité a povrchovém napéti roztoku. Lze je eliminovat zachovanim
stejného slozeni vzorkl a kalibraénich standardd. Muze také dochazet ke vzniku méné ¢i
vice tékavych slouc€eni analytu, ¢imz se snizuje Ci zvySuje signal. Proto je nékdy vhodné
pfidat tzv. vytésifiovaci nebo uvolfovaci €inidlo (napf. lanthanité soli pfi stanoveni kovi

alkalickych zemin eliminuji nezadouci vliv fosfore€nanu na Ca). Pro zamezeni nezadouci
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ionizace vlivem pfilis vysoké teploty plamene Ize pfidat ionizaéni pufr (Cs, K), ktery se

ionizuje pfednostné namisto analytu. [15]

Béhem elektrotermické atomizace se mohou také projevovat spektraini ci
nespektralni interference. Nespektralni ruSivé vlivy mohou nastavat v plynné nebo
kondenzované fazi. Radu z nich Ize Fesit pouzitim modifikator(i. Ty vétSinou vazi analyt do
termostabilni slou€eniny a umoznuji tak zvySeni teploty a tim i uéinnosti pyrolyzy
a odstranéni tékavéjsich rusivych slozek matrice. [15; 17] Mohou ale také reagovat
s interferentem za uCelem zvySeni jeho tékavosti a usnadnéni jeho odstranéni béhem
pyrolyzy nebo ovlivnit fyzikalni vlastnosti vzorku tak, aby byl zaji§tén reprodukovatelny
prubéh suseni &i davkovani. [15] Pfikladem modifikatoru pouzivaného pfi analyze vzorki
vina je Mg(NO:s); pro stanoveni Cr nebo slou¢eniny Pd a Ni pro stanoveni As. NH4H2POu,
pouzivany napf. pro Cd a Pb, naopak pro tento typ vzorku neni vhodny, protoze zvySuje

nespecifickou absorpci pozadi. [2]

Absorpce pozadi patfi ke spektralnim interferencim ovliviiujicim signal v AAS.
Cast&ji se projevuje v elektrotermickych atomizatorech, zejména pfi analyze vzorkd
s komplexni matrici. [2; 15] Je dusledkem nedokonalé atomizace a absorpce €i rozptylu
zareni molekulami a jemnymi ¢asteCkami aerosolu, coz faleSné zvySuje méfeny signal.
Nespecificka absorpce je kompenzovana pomocnym spojitym zdrojem zareni (wolframova
zarovka, pro UV oblast deuteriova vybojka), ktery stfidavé s ¢arovym zdrojem ozafuje
mérnou celu a jehoz zafeni je zeslabovano pouze absorpci pozadi. Absorpce analytu totiz
probihd pouze v uzkém, zanedbatelném intervalu vinovych délek. Tok zafeni
z pomocného zdroje tedy odpovida hodnoté nespecifického zeslabeni a je tak mozné urcit
specificky signal absorpce analytu jako rozdil celkového signalu a signalu nespecifické
absorpce. Jinymi zpusoby korekce je vyuziti tzv. Zeemanova jevu (Stépeni absorpcnich
linii analytu v magnetickém poli) nebo rozSifeni a samozvrat analytické cary primarniho
zdroje dle Smith-Hieftje. [15; 17]

Pro nékteré prvky je mozné méreni v emisnim modu, kdy se detekuje zareni
emitované pfi deexcitaci atoml excitovanych tepelnou energii (kolizi s jinymi ¢asticemi

v plameni). [15]

2.3.3 Hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem

ICP-MS je technika viceprvkové analyzy Siroce vyuzivana v analytické chemii,
vCetné analyz prvkového slozeni vina. [2] Umoznuje také stanoveni izotopl a jejich

pomérl. [2; 15] PfedCi jiné metody svym Sirokym linearnim méficim rozsahem (az
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9 fadu) a diky nizkému pozadi dosahuje az o 3 fady nizSich teoretickych mezi detekce

nez ICP-OES. K jejim nevyhodam patfi vysoké naklady na pofizeni a provoz. [15]

2.3.3.1 Princip

Pfevazné jednonasobné nabité ionty vytvofené v iontovém zdroji (indukéné
vazaném plazmatu) jsou separovany hmotnostnim spektrometrem dle poméru hmotnosti

ku naboji (m/z) a je zaznamenavana jejich Eetnost. [15]

Indukéné vazané plazma je schopno ionizovat polovinu prvkl periodické soustavy
z vice nez 90 %. Diky ioniza¢ni energii argonu (15,76 eV) se jedna o témérF univerzalni
ionizac¢ni zdroj. VySSi ionizacni energii maji jen F, He a Ne, které proto nelze touto
metodou stanovovat. Stuper ionizace zavisi na teploté, na kterou ma vliv vykon, pratok

nosného plynu a mnozstvi vzorku. [15]

Indukéné vazany plazmovy vyboj se sklada z induk¢ni zény a analytického kanalu.
Indukéni zéna je vnéjSi kruhové soustfedny prstenec proudiciho argonu, kde teploty
dosahuji nejvy$sich hodnot (az 10* K) a odkud je energie prenasena do stfedniho
analytického kanalu. Tim proudi vysokou rychlosti chladné&jSi nosny plyn (rovnéz argon),
ktery vnasi vzorek. Dochazi k odpafeni vzorku, disociaci jednotlivych slou€enin, atomizaci
a ionizaci. Z usti plazmové hlavice tak vystupuje smés atomu a iont s fragmenty molekul,
neodpafenych ¢&astic vzorku, Ar a elektrony, ktera pokraCuje pfes interface do

hmotnostniho spektrometru. [15]

Centralni (analyticky) kanal

Indukéni ahlast

Indukéni civka ——

l = Plazmovad hlavice

|

Stredni plazmovy plyn Vnéjsi plazmovy plyn
0-0.5 Limin Ar 10-15 Limin Ar

Mosny plyn s asrosolem
0.6-1 Limin Ar

Obr. 3 — Indukéné vazany plazmovy vyboj [15], upraveno

2.3.3.2 Instrumentace

Vzorek je do vyboje transportovan v podobé vlhkého nebo suchého aerosolu.
Kapalné vzorky jsou tedy pfedem zmlzovany nékterym z mnoha typu zmlzovacu, pevné

vzorky jsou pFedem pFevedeny do roztoku mineralizaci nebo analyzovany pfimo
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s pouzitim laserové ablace. Plynné vzorky Ize absorbovat v kapalinach nebo zachytit
adsorpci na pevnych sorbentech a po mineralizaci opét zavadét ve formé kapalného
vzorku. [15]

Po zmlzeni ve zmlzovaci a oddéleni pfili§ velkych kapek mlZznou komorou vstupuje
jemny aerosol vzorku do plazmové hlavice. Ta se sklada ze tfi koncentrickych trubic a je

orientovana témer vzdy horizontalné. [15]

Interface (rozhrani mezi ICP a MS) je nejnamahanéjsi soucasti spektrometru.
Byva vyroben z vysoce vodivych a odolnych material a je chlazeny vodou. Sklada se
ze dvou kénusl — sampler je v pfimém kontaktu s plazmovym vybojem a slouzi ke vstupu
iontd z plazmatu do prostoru rozhrani. Otvor prvniho kénusu miva velikost 0,5-1,2 mm,
druhého (tzv. skimmer) 0,4-0,9 mm. Kdénusy umoZzhuji dvoustupfiovou zménu tlaku
a mezi nimi se nachazi tzv. expanzni komora, kde je rotaéni vakuovou vyvévou udrzovan
tlak stovek Pa a kde dochazi k adiabatické expanzi. Tok plynu je urychlovan az na
rychlost prfekraCujici rychlost zvuku za souCasného prudkého poklesu teploty
(z 5000-7500 K na 200-300 K na draze asi 10 mm bé&hem zhruba 5 ps). Tim je
eliminovana vétsina reakci atomU a iontd. Za vstupnim konusem se vytvari tzv. Machovo
diskontinuum, kde rychlost opét klesa pod rychlost zvuku a maze dojit k nezadoucimu
fedéni. Tomu lze zabranit vhodnym umisténim druhého koénusu ve vzdalenosti asi
6—7 mm. Za timto kénusem se jiz proud iontll, atom( a fotond nachazi v oblasti s tlakem
okolo 10°® Pa a opét je dosahovano nadzvukové rychlosti. Vakuum limituje mnozZstvi
srazek atomud a iontd. Analyzované ionty jsou nasledné vychyleny elektromagnetickym
polem (iontovou optikou) a vedeny dale do hmotnostniho analyzatoru. Tim jsou oddéleny

od neutralnich ¢astic, které by zvySovaly pozadi. [15]

Analyzator (napf. kvadrupdl) propousti ionty o vybraném m/z na detektor po dobu
10-100 ms, proméfeni spektra se 100-1000x opakuje. Je zamezeno zahlceni detektoru
pfilis zastoupenymi ionty a zkracuje se doba analyzy. Pro lepSi rozliSeni je mozné také

pouziti analyzatoru doby letu (TOF) nebo sektorového analyzatoru. [15]

Jako detektor se pouziva elektronovy nasobi¢ s diskrétnimi dynodami, ktery
zesiluje elektricky signal umérny poctu iontd dopadlych na jednotku plochy detektoru. Je
schopen detekovat nepatrné proudy iontd nebo dokonce jednotlivé ionty. [18] Pro detekci
pfi pfesnych mérfenich izotopickych pomérii ve spektrometrech s dvoji fokusaci slouzi
multikolektor. [15]

ICP-MS mlze, napf. pro UCely speciacni analyzy, byt spojovano se separacnimi

metodami (LC, GC, CZE) a slouzit jako prvkové specificky detektor. [15]
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2.3.3.3 Interference

Vyhodou ICP-MS je nizké pozadi, které je tvofeno pouze instrumentalnim
pfispévkem (Sumem detektoru) a pfipadnymi spektralnimi interferencemi, které vsak
vétdinou Ize eliminovat. Nevyhodou spektralnich interferenci u této metody je, Ze je ¢asto
nemuzeme feSit prostou volbou jiného izotopu téhoz prvku, nebot’ fada analyzovanych

prvku patfi mezi prvky monoizotopické (Mn, As, P, Sc, ...). [15]

Spektralni interference mohou byt zplsobeny vicenasobné nabitymi ionty, ionty
isobar(i, molekulovymi ionty €i intenzivnimi sousednimi signaly. Atomové — isobarické
interference jsou zpusobeny prekryvem signalu analytu a signalu isotopu jiného prvku se
stejnou nominalni hmotnosti (napt. interference “®Ti* vapnikem “8Ca*) Tyto interference
Ize pfedpokladat a eliminovat volbou jiného izotopu €i matematickou korekci vychazejici
ze znamého zastoupeni izotopl rusSiciho prvku (napf. ve vySe uvedeném pfipadé Ize

matematicky korigovat pomoci izotopu #4Ca*). [15]

Dvojnasobné nabité ionty rusi signal kovl s poloviéni hmotnosti, a tedy stejnym
m/z — napf. 8Sr?* rusi 4*Ca*. Diky hodnoté ioniza¢ni energie argonu (15,76 eV) tvofi
dvojnasobné nabité ionty v plazmovém vyboji viceméné jen Sr, Ba, Pb, Ca, V, Zr, Y
a lanthanoidy, jejichz ioniza¢ni energie do druhého stupné je mensi nez 16 eV. Vliv na

vznik téchto iontd ma také slozeni matrice a podminky ionizace. [15]

Polyatomické interference (molekulové ionty) vznikaji reakcemi s atomy
rozpous$tédla &i argonu, které se oproti analytim vyskytuji ve velkém nadbytku, nebo také
s prvky majoritné zastoupenymi ve slozité matrici vzorku. [2; 15] Casto se jedna o ionty
stabilnich oxidd. Rozdil v pfesné hmotnosti interferentu a analytu je v tomto pfipadé
dostateéné velky, aby je pfistroje s rozliSovaci schopnosti 2000-10000 dokazaly odliSit.
Vyjimkou jsou pouze specialni pfipady jako interference ArTi* na 8Kr*. | pomérné Casta
interference “°Ar* na “°Ca* v8ak vyZaduje rozliSovaci schopnost okolo 200000. [15] Tento
typ interferenci mize vznikat také v navaznosti na obsah zbytkového uhliku pfi
nedokonalém rozkladu vzorku. Pfikladem je interference molekulového iontu “°Ar'2C* na
2Cr* nebo ?C¥2C* a '2C¥N* na Mg a *Mg. [15; 16] Kyseliny, napf. kyselina
chlorovodikova ¢&i chlorista mohou zpusobovat interference pfi stanoveni vanadu
a arsenu. Naproti tomu kyselina dusi¢na je z hlediska rusSivych vlivi neSkodna, protoze

muze vést ke vzniku ¢astice ArN* interferujici jen s Fe* a Cr* pfi m/z = 54, coz neovlivni
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K interferencim mulze dochazet také diky chvostovani signall. To se snizuje
s rostouci délkou kvadrupolu, frekvenci radiofrekvenéniho pole a s pomalejSim pruletem
iontu kvadrupolem. [15]

Moznosti feSeni spektralnich interferenci a nevyhody jednotlivych pfistupl shrnuje
tabulka I.

Tab. | Nevyhody jednotlivych pfistupl pro eliminaci spektralnich interferenci v ICP-MS

(pFevzato z [15], upraveno)

Obecny typ feseni

Konkrétni strategie

Nevyhody

teoretické pfistupy

matematicka
korekce na zakladé
zastoupeni izotopl

méreni nékolika izotopd,
statisticka nejistota jejich
zastoupeni, instrumentalni
diskriminace iontd podle
hmotnosti

vypocty maximalini

slozity postup, nelze pouZzit pro
rusici signal intenzivnéjsi nez

entropie L
signal analytu
pouze Castetné odstranéni
zmlzovaéd interferenci vyvolanych
s kryogenni rozpoustédlem,
o . desolvataci nereprodukovatelnost pfi
modifikace zpusobu Yy .
Cyxo s zméné matrice
zavadéni vzorku - -
. . nereprodukovatelné, vhodné
zmlzovad . . . .
. jen pro nékteré prvky, nestabilni
s membranovou . .
, desolvatace vlivem ucpavani
desolvataci

membran

sniZeni interferenci
vyvolanych ionty
vzniklymi reakcemi
s Ar/sekundarnim
vybojem

pouziti podminek
chladného
plazmatu/stinéni Ci
uzemneéni plazmové
hlavice

pokles energie — ne vhodné pro
vSechny prvky, efekty zavislé
na sloZzeni matrice, zvySeni
interferenci MO* pfimou
ionizaci neutralnich oxidu,
mensi ionizace analytl

vyuziti kolizni/reakéni
cely

nereprodukovatelnost pfi
zméné matrice

matricova kalibrace,
metoda pfidavku
standardu

C¢asova a materialova
narocnost, vétsi spotreba
vzorku, komplikace s pFipravou
matrice

odstranéni matrice
zpuUsobuijici
interference

off-line/on-line
chromatografie

¢asové i finanéné narocéné,
mozny zdroj dalSi kontaminace,
Casto potfeba vyvoje nové
separacni metody

analyzator s vysokou
rozliSovaci schopnosti

nakladna instrumentace, ztrata
citlivosti
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Nespektralni interference neboli matricové efekty spocivaji v rozdilné citlivosti
méfeni pro analyt v Cisttm rozpoustédle a v roztoku obsahujicim matrici vzorku.
Interference transportu vzorku do plazmatu souvisi, podobné jako v AAS, s rozdily ve
viskozité a povrchovém napéti. DUsledkem je odliSné rozdéleni velikosti ¢astic aerosolu
atim i odliSna hmotnost vzorku vneseného do plazmatu. Pokles signalu Ize korigovat
pouzitim vnitiniho standardu, matricovou kalibraci nebo metodou pfidavku standardu.
Mlze nastavat také krystalizace soli v Usti nékterych typl zmlzovacl a nasledny drift
signalu. ReSenim je fedéni vzorkl, pouziti jiného typu zmlZzovade nebo zvlh&ovani

nosného plynu. [15]

lonizace analytu muze byt potlatena v disledku pfednostni ionizace alkalickych
kovl z matrice, zejména za podminek tzv. chladného plazmatu. To vede rovnéz
ke snizeni citlivosti oproti Cistému roztoku bez matrice. Pfi analyze zasolenych vzork
muze byt tok iontl snizen také kvali ucpavani kénusua. Tolerance ICP-MS je pouhych
0,1-0,3 % (m/m) soli, proto je nutna Uprava vzorka pfed mérenim. Kromé driftu signalu
a zkracovani zivotnosti konusl korozi kontaminuji pfili§ zasolené vzorky také detektor.
[15]

Pro minimalizaci interferenci je také dulezité pouziti optimalizovanych podminek,
napfiklad spravné nastaveni hloubky vzorkovani. Ta uréuje, jak hluboko do centralniho
kanalu vyboje je zanofen vstupni kénus. Idealné by to mélo byt v misté tzv. normalni
analytické zony, kde je dosazeno maximalniho stupné ionizace a minimalnich
nespektralnich i polyatomickych spektralnich interferenci (dochazi k maximaini disociaci

molekularnich specii). [15]

2.4 Doposud provedené studie

Analyze kovl ve viné se jiz vénovala velka fada publikaci, proto tato kapitola
shrnuje pouze nékteré pfiklady dosud provedenych studii. Ty se zabyvaly stanovenim
kovl napfiklad v souvislosti s odhalenim jejich puvodu ve ving, zménami béhem rdznych
fazi vyrobniho procesu, stafim vina, rozliSsenim jejich geografického pavodu a odhalenim
falSovani, speciacni Ci frakciona¢ni analyzou. Naproti tomu stanoveni kovu v buréaku

nebyla na zakladé dostupnych informaci doposud vénovana vétsi pozornost.

Obsah kovu ve 44 vzorcich bilého a ¢erveného vina z polskych vinic byl méfen
J. Plotka-Wasylkou a kol. Nékteré kovy nebyly v nékolika vzorcich viibec detekovany,
zatimco vysoké koncentrace byly nalezeny u drasliku, hof¢iku, vapniku, zeleza a dalSich
prvkd. Napriklad koncentrace drasliku dosahovaly 97-3250 mg-l%, manganu

0,329-9,219 mg-I. Zanedbatelné byly koncentrace rtuti, stfibra, kadmia, titanu ¢i kobaltu.
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Cervené vino obsahovalo vice Ba, Fe, K a Mn nez bilé, kde zase pfevazovalo Ag, Al, As,
Bi, Cu, Sb, Se, Sn, Zra Zn. [19]

Vina zvychodniho Chorvatska byla podrobena analyze pomoci ICP-MS
s vysokym rozliSenim. Pomoci statistické analyzy naméfenych dat autofi rozliSili prvky
pfirodniho (As a Pb) a antropogenniho puvodu (Cd, Ni, Zn, Fe, Cr) a také navrhli Al, Li,

Be a Ti pro rozliSeni regionu, odkud vino pochazi. [20]

Atomovou absorpéni spektrometrii vyuzili S. Santos a kol. [21] pro stanoveni kovu
ve vzorcich portugalskych €ervenych vin a také tym brazilskych védcu [22] pro vzorky vin
i hroznovych §tav. Olovo a kadmium v portugalskych vinech prekrogily limity OIV. [21]
Méd byla nalezena pouze vjednom vzorku hroznové S&tavy, koncentrace Zeleza
a manganu byly napfi¢ vzorky rliznorodé. [22] V Africe byla pomoci FAAS analyzovana
také nealkoholicka vina (Cervena, bila i rdzova). Olovo nebylo detekovano v zadném
ze Ctrnacti vzorkGh (mez detekce 0,1 mg-l?), nejvice médi bylo nalezeno v jednom

z rtizovych nealkoholickych vin (1,2 mg-I?%). [23]

S. Catarino s kolegy srovnaval kvantitativni a semikvantitativni pfistup ke kalibraci
ICP-MS a studoval také polyatomické interference chloru a vapniku pro nastaveni
vhodnych matematickych korekci. Metodu validovali proméfenim nékterych prvkd, jako Fe
a Zn, také pomoci AAS. [24] Pomoci ICP-MS se ve viné studuje také pomér izotopu
stroncia nebo olova. [25; 16] Otazkou pfipravy vzorku se zaobirali A. Gonzalvez a kol.,
ktefi po srovnani tfech riznych zplUsobu (rozklad s vyuzitim mikrovinného zareni, tepelny
rozklad v otevieném systému a desetinasobné narfedéni s pouzitim matricové kalibrace)
dospéli k zavéru, ze nejvhodnéjSi je rozklad s mikrovinnym zafenim v uzavieném

systému. [27]

Stanoveni kovl ve vzorcich vina se vyuziva i k ur€eni jejich geografického puvodu
¢i odhaleni falSovani. Vyuziva se toho, ze obsah kovl ma pfimy vztah ke slozeni pldy,
na které vinna réva roste. [1; 7] Rozlieni vin podle regionu by bylo mozné napfiklad
u polskych vin analyzovanych J. Ptotka-Wasylkou, kde chemometricka analyza dat
ukazala, ze hlavnim zdrojem kovU je pravé puda. [19] Je v8ak dulezité brat v Gvahu také
fakt, ze vyskyt kovh mlze byt ovlivnén dal$imi faktory, jako je vyroba, transport Ci

skladovani, coz analyzu ¢asto dale komplikuje. [1]

Analyzou ¢&eskych vin se zabyvali védci z Karlovy Univerzity v Praze, ktefi
studovali obsah kovii ve 31 vzorcich vina ze $esti vinafskych obci v Cechach (Praha,
Karlstejn, MéInik, Roudnice, Zernoseky a Most) a také v odpovidajicich vzorcich pady
z pfislusnych vinic. Statistické zpracovani naméfenych vysledkd (analyza shlukd, analyza

hlavnich komponent aj.) ukazalo vyraznou souvislost mezi obsahem kovu v padé a viné
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na ni péstovaném pouze u hofciku, avS8ak autofi predpokladaji, ze prvky tvofici
horninotvorné nerosty se do vina dostavaji pfevazné rovnéz z vinic. Vliv viak hraje také
selektivni vychytavani iontll z pady a rdznoroda distribuce v ¢astech rostliny. Transport
z kofenl do plodu se vyskytuje v mensi mife nez do listd. Korelace mezi nékterymi prvky
vedly ke vzniku dvojic a skupin, kterd pravdépodobné pochazeji ze stejného zdroje nebo
maji podobnou schopnost dostavat se do hroznl. Napf. Cu a As pochazeji
pravdépodobné z anorganickych pesticidl, Be a Al maji podobné chemické vlastnosti. Byl
také pozorovan antagonismus mezi Ka Pb a pozitivni korelace mezi pH a obsahem
K a Mg. Navic bylo zjisténo, Ze obsah kovl ve vinech vykazuje vétSi rozptyl nez obsah

kovu v pudé, kde vinna réva rostla, ackoli se jednalo o rGzné typy puad. [11]

S. M. Rodrigues a kol. nalezli vztah mezi koncentraci kovl a typem vina (bilé vs.
Cervené) a také jeho oznacenim plvodu. [28] Pfi analyze 44 prvkd v 90 vzorcich vina ze
6 oblasti Recka (ze dvou po sobé& nasledujicich sklizni) vysledky rovnéz naznadovaly
moznost rozliSeni vin podle regionu a odriidy, bylo by vS§ak potfeba zanalyzovat jesté vice
vzorkl. [29] Extrémné homogenni koncentrace Sr a Rb ve 39 vzorcich Sampariského
pozoroval R. Cellier se svymi spolupracovniky. Navrhl proto tyto dva prvky pro odhaleni

pfipadného falSovani. [30]

Y. Vystavna se se svym tymem vénovala analyze Zn, Cu a Pb v ukrajinskych
vinech odrlidy Chardonnay a také jejich pfenosu do vinnych produktd béhem péstovani
a vyroby vina. Pfesun téchto prvkd mezi ptdou, hrozny, matolinami, hroznovou $téavou,
mostem a finalnim vinem zavisi na jejich puvodu, distribuci v ¢astech rostliny vinné révy,
biologické dostupnosti, speciaci a vyskytu v komplexech. Zatimco pfenos Cu a Zn do vina
je snadny, pfijem olova je komplikovany, a proto se Pb akumuluje spiSe v matolinach.
Na rozdil od dalSich dvou analyzovanych kovl byly vS§ak u olova pozorovany dalSi zdroje
kontaminace béhem vyroby. Hlavnim zdrojem zinku je puda, kvuli jeho tendenci hromadit

se v semenech ale také mlze byt odstranén béhem vyroby spolu s matolinami. [31]

Rozdily mezi koncentraci kovl ve viné a v pivodnim mostu se zabyvala skupina
S. Catarina z Portugalska. Ac¢koli rozdily zavisely na druhu vina, prvku a jeho koncentraci,
obecnym trendem bylo snizeni obsahu kovl ve viné oproti mostu. To si autofi vysvétluji
zejména jejich srazenim ve formé sulfidd b&hem fermentace. Ubytek Cu dosahl az 99%
pUvodni hodnoty. Koncentrace nékterych kovl se vS$ak zpracovanim mostu na vino
nezmeénily (napf. Li v bilych vinech). [32] Zmény koncentrace Fe, Cu a Mn béhem kvaseni
pozoroval také tym pod vedenim A. Bimpalase. Obsah Ni, Pb, Cr, Cd, Ba, Zn a Al zGstava

na zakladé jeho méfeni konstantni. [33] Nejvyssi koncentrace Cu, Mn, Zn, Cd, Cr a Pb
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nalezli Kristl a kol. v matolinach, usazeném kalu a usazeninach bilého mostu. S vyjimkou

médi byl v tomto pfipadé obsah kovu vySSi ve viné nez v mostu. [34]

E. C. Rossano, Z. Szilagyi, A. Malorni a G. Pocsfalv studovali vliv vyrobnich
postupl na koncentraci prvkG vzacnych zemin v bilych vinech. Na zakladé analyzy
pomoci ICP-MS dospéli k zavéru, ze, Cifeni, filtrace i skladovani mohou mit na obsah
téchto kovll vyznamny vliv. Skladovani ve sklenénych nadobach mélo vétsSi efekt nez
pouziti dfeva a nerezu, doSlo k narustu koncentraci pfi pouziti bentonitd. [35]
Z. Temerdashev s kolegy rovnéz ukazali, Ze pouziti rdznych druhd bentonitd ma vliv na
vysledné prvkové sloZeni vina. [36] Ve vinech z jizniho Spanélska byly pozorovany rozdily

v obsahu Mg, K, Sr, Zn a Mn mezi mladym a starSim vinem. [37]

H. Hopfer se svymi spolupracovniky ukazala vliv skladovani, baleni
a geografického plvodu na sloZeni vina z hlediska stopovych prvkua. Teplota, pfi které je
vino skladovano, mize po 6 mésicich ovlivnit prvkové slozeni Cerveného vina. [38]
Ze na obsah kovovych ionti ma vliv i to, jak moc je vino b&hem vyroby vystaveno kysliku,
dokazali v Australském vinafském vyzkumném institutu. Napfiklad lisovani za pfistupu
kysliku vedlo k niz§imu obsahu Cr a Cu, zatimco obsah Zeleza byl v tomto pfipadé vyssi
nez za pouziti inertnich podminek. Také vychytdvani Cu a Zn vinnymi kaly bylo

efektivnéjsi pfi pfistupu kysliku. [39]

Srovnavanim ruaznych fazi vyroby vina se zaobirali také dal§i skupiny autor(.
Néktefi simulovali proces vyroby vina v laboratornich podminkach. Takové mikrovyroby
ve sklenénych nadobach vyuzili napf. némecti védci pro porovnani pfidavkd bentonitu
pfed a po fermentaci. Na zakladé semikvantitativniho stanoveni 63 prvkl navrhli nékolik
prvkd vhodnych pro studium pavodu némeckych bilych vin (Li, B, Mg, Ca, Rb, Cs, Pb),
jejichz koncentrace se béhem vyrobniho procesu vyznamné nemeénila. [40] Amatérsky
zpusob vyroby zvolili také A. Bica a R. Sanchez s J. L. Todolim. Nejzastoupenéjsi z 38
analyzovanych prvku byly K, Na, Mg, Ca, P, Cu, Ni a Ti, pfitomné zejména v pevnych
¢astech a matolinach, s vyjimkou médi a nékterych dalSich kov(. V hroznech byla
nejvyssi koncentrace kovu ve slupkach. Bylo také potvrzeno vychytavani nékterych kov(
(Cu, Hg, ...) kvasinkami a uvolfiovani Ni, Al, Zn, Cd, Pb & Cr z vyrobnich zafizeni.
Rozliseni geografického puvodu umoznily makroprvky Mg, P, K, stopové prvky Pb, Ni, Ba,
Rb a prvky vzacnych zemin Er, Pr, Gd, Sm, Eu, Hf a Nd. [41]

Tradicni a moderni zplsob vyroby srovnavali C. M. R. Almeida
a M. T.S.D. Vasconcelos. Kontaminace olovem byla u novéjSiho zplsobu produkce
mensi nez pfi pouziti tradiCnich postupl. Koncentrace olova v listech vinné révy

a hroznech byly srovnatelné pro obé vinice, ze kterych vzorky pochazely. [42] Kvaseni
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v tancich pfi vyrobé perlivého vina mélo za nasledek vyssi obsah chromu, niklu a stroncia
nez tradi¢ni kvaSeni v lahvich. Naopak koncentrace boru byly nizSi. ROzova vina

obsahovala primérné méné meédi a vice drasliku nez jina. [43]

2.4.1 Speciacni a frakcionacni analyza

Speciacni analyza je analyticka ¢innost za u€elem identifikace a/nebo kvantifikace
jedné nebo vice chemickych specii ve vzorku. Specie je specificka forma prvku
definovana jeho izotopovym slozenim, elektronovym nebo oxidaénim stavem a/nebo
strukturou komplexu i molekuly (definice IUPAC). Speciaci prvku potom rozumime jeho
distribuci mezi jednotlivé specie v systému. Frakcionace je proces klasifikace analytu
nebo skupiny analytd z daného vzorku podle fyzikalnich (velikost, rozpustnost) nebo

chemickych (reaktivita) vlastnosti. [16]

Ve viné se kovy vyskytuji jako volné ionty, ale také jsou vazany v fadé komplexu
s organickymi ligandy. Muze se jednat napfiklad o komplexy s polyfenoly, ale také chelaty
zeleza s kyselinou citrénovou ¢&i Stavelovou. [1] Pro speciaCni analyzu je nezbytné
zaClenéni separacniho kroku. Tim byva nejCastéji iontové vyménna nebo gelova
permeaéni chromatografie. Aniontové vyménna chromatografie byla pouzita pro speciacni
analyzu arsenu. [44; 45] Specia¢ni analyza selenu po oSetifeni vinné révy selenanem
sodnym ukazala narlist obsahu anorganického selenu oproti neoSetfenym vindm
a zachovani formy SeV'. Vino v8ak obsahuje také organické specie selenu. [46; 47] Novou
metodu pro speciacni analyzu hliniku ve viné pomoci LC-ICP-MS vyvinuli K. Kara$ a jeji

kolegové. [48]

Dimer pektického polysacharidu rhamnogalakturonanu Il (dRG-Il) o molekulové
hmotnosti asi 10 kDa byl identifikovan pomoci SEC-HPLC-ICP-MS jako ligand primarné
zodpovédny za komplexaci olova ve viné. Dalsi minoritni specie o hmostnosti
500-3000 Da nebyly v dané studii identifikovany. [49] Obsah monobutylcinu ve viné mlze
byt az 5,9 mg-I?, dibutylcinu dokonce 33,3 mg-It. Suché vina obsahuji vice dibutylcinu

nez sladka, béhem skladovani se vSak dibutylcin rozklada. [50]

Tym okolo V. Vacchiny se pokusil vyuzit specie arsenu i pro rozliSeni
geografického pdvodu &ervenych vin. Vzorky z Ciny, Bordeaux a Kalifornie se nepodafilo
rozliSit Uplné, av8ak autofi konstatuji, Ze analyza specii (suma As'' a AsY, tvofici 76 %
celkového obsahu As, mono- a dimethylarsenitd kyselina) je pro tento ucel lepSi nez
celkovy obsah arsenu. [51] Byly také zkoumany zmény speciace arsenu b&éhem vyrobniho

procesu, konkrétné pfi kvaseni. [44]
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Z praktickych duvodu se c&asto pfistupuje k frakcionaci, ktera rovnéz dovede
poskytnout mnoho uzite€nych informaci. Frakcionace je mozna napfiklad dle velikosti

¢astic, jejich naboje, pfitomnosti labilnich ¢i inertnich komplexd s biologickymi ligandy. [1]

Frakcionaci Zeleza, médi a zinku se vénovala Karadjova s kolegy. Pomoci
iontoménicl byly rozdéleny frakce podle naboje na kationtové, aniontové a na komplexy
polyfenolll s proteiny a polysacharidy. Proteinova a polysacharidova frakce byly postupné
vysrazeny. Labilni specie Fe?* byly oddéleny sorpci komplexu s 1,10-fenantrolinem.
V neoSetfenych vinech bylo téméfF 30 % zZeleza vazano v komplexech s polyfenoly
a proteiny (ve vyslednych lahvovanych vinech to bylo 20 %). Polysacharidova frakce
obsahovala méné nez 5 % Zeleza a médi. Asi polovina médi byla pfitomna ve formé
labilnich specii. Vazana byla pfedevSim s polyfenoly a proteiny. Naproti tomu zinek
se vyskytoval z 60 % volny a s polyfenoly se vazalo jen 15 % jeho celkového obsahu. [52]
Vazané a volné Zelezo ve viné Ize odliSit také s vyuZitim micel — extrakci vazaného Zeleza

do malé, na surfaktanty bohaté faze a stanovenim volného Fe ve zbylé vodni fazi. [53]

McKinnon a Scollary vyuzili ultrafiltraci v michané cele pro fyzikalni frakcionaci Pb,
Cu, Fe, Al, Ca, K a Na v bilych a €ervenych vinech. Studovali distribuci kovu ve frakcich
orbzné velikosti Castic. Pozorovali odliSné chovani olova oproti jinym prvkim —
v Cerveném viné doslo k nahlému poklesu koncentrace mezi 100 000 a 30 000 NMWCO
(mezni hodnota nominalni molekulové hmotnosti, definovana jako minimalni molekulova
hmotnost rozpusténé latky, ktera je z 90 % zadrzena membranou [54]), v bilém viné
od 100 000 NMWCO. U Zeleza v Cerveném viné byl pokles 30-50 % mezi 100 000
a 1000 NMWCO, dalsi prvky nevykazovaly frakcionaci, pravdépodobné z ddvodu jejich
vyskytu jakozto aquakomplexy (Na, K), vinanové komplexy (Al, Cu, Ca) a vinan i
fosforeCnan Zeleza v bilém viné. Zejména u Cu a Ca ultrafiltrace pravdépodobné
naruSovala kineticky snadno probihajici procesy — uvolfiovala je ze slabé asociovanych
komplext. Ultrafiltrace také ovlivnila barvu ¢erveného vina, proto ji nelze vyuzit pro

odstranéni olova z kontaminovanych vin. [13]
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3 Experimentalni ¢ast
3.1 Vzorky

Seznam vSech analyzovanych realnych vzorku je uveden v tabulkach Il a lll.
Vzorky burCaku byly zakoupeny v mistnich vinotékach, u prodejcd napojd
a na podzimnich Olomouckych vinnych slavnostech 2023. Vzorky vina byly poskytnuty

Zahradnickou fakultou Mendelovy univerzity v Brné sidlici v Lednici.

Pro validaci metod byly pouzity 2 zakoupené vzorky vina — bilé vino odridy
Muskat moravsky (Vino z Kobyli, GALLERY, moravské zemské vino, polosuché; v. oblast
Morava, ¢.8. 03/21; 12 % obj. alkoholu, obsahuje SO;) a rlizové vino Mucha Sekt Rosé
Sec (Schloss Wachenhei, AG, Némecko; jakostni Sumivé vino; 11 % obj. alkoholu,
obsahuje sifiCitany), a také vzorek Cerveného burCaku €. 4 (Modry Portugal, Vinafstvi

Pavel Mikulica, Vrbice, viz Tab. Il).

Tab. Il = Seznam analyzovanych vzorkl buréaku
Cislo Odriuda Vinaistvi (vyrobce) Barva DalSi informace
vzorku o vzorku
vinarska oblast
Morava, v. obec
Veltlinské ¢ervené Vinarstvi Pavel Halm, ev Velke I,:’avvlowc.e,
1 X A . rdzova v. trat’ ISperky;
rané Velké Pavlovice 2.
cukernatost pfi
sbéru 15 CNM;
¢.8. 2301
2 Svatovavfinecké Vlnarst\{l Pavel Halm, cervena 11% alkoholu
Velké Pavlovice
3 Zweigeltrebe — rizova —
¢.S. B5/2023,
4 Modrv Portuaal Vinarstvi Pavel Mikulica, gervend 11% alkoholu,
Y 9 Vrbice obsahuje
sifiditan
. . ¢.8. 2709/1;
5 Muller Thurgau Vmcl)\llc-\;\l;(;esreZI.I f. 0., bila 1-9% alkoholu,
y obsahuje SO>
o . . Vinarstvi Pavel Halm, e
6 Mus&kat moravsky Velké Pavlovice bila -
7 Veltlinské zelené - bila -
8 Frankovka — cervena -
vinarska obec
o i Vinarstvi Petr Marada, Y . M'kUIﬁlce’, v. trat
9 Svatovavfinecké L Cervena Knézske, typ
Mikulgice o 1.
pudy:
hlinitopiscita
. Vinarstvi U Svar, ok
10 Muskat Ottonel Bohutice bila -
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3.2

Tab. Il — Seznam analyzovanych vzorkl vina

o:;:ﬁim Odrada Roénik Barva
HIB16 2016
HIB18 2018
HIB19 Hibernal 2019 bila
HIB20 2020
HIB22 2022
D19 2019
B;g Dornfelder ;8;2 Cervena
D23 2023
PER19 2019
PER21 Peron 2021 bila
PER22 2022
PER23 2023
CM19 2019
CM20 Cabernet Moravia 2020 cervena
CM23 2023
Chemikalie

CRM vodny kalibraéni roztok ASTASOL — Na o koncentraci 1,000 + 0,002 g-I*
Vv 2% HNO3 (v/v), Analytika spol. s. r. 0., Praha, Ceska republika
CRM vodny kalibraéni roztok ASTASOL — Mg o koncentraci 1,000 + 0,002 g-I*
v 2% HNOs (v/v), Analytika spol. s. r. 0., Praha, Ceska republika
CRM vodny kalibraéni roztok ASTASOL — Al o koncentraci 1,000 + 0,002 g-I*t
v 2% HNO3 (v/v), Analytika spol. s. r. 0., Praha, Ceska republika
CRM vodny kalibraéni roztok ASTASOL — K o koncentraci 1,000 + 0,002 g-I*t
v 2% HNO3 (v/v), Analytika spol. s. r. 0., Praha, Ceska republika
CRM vodny kalibra¢ni roztok ASTASOL — Ca o koncentraci 1,000 + 0,002 g-I*
v 2% HNO:s (v/v), Analytika spol. s. r. 0., Praha, Ceska republika
CRM vodny kalibraéni roztok ASTASOL — V o koncentraci 1,000 + 0,002 g-I*t
v 2% HNO3 (v/v), Analytika spol. s. r. 0., Praha, Ceska republika
CRM vodny kalibraéni roztok ASTASOL — Cr o koncentraci 1,000 + 0,002 g-I*
v 2% HNO3 (v/v), Analytika spol. s. r. 0., Praha, Ceska republika
CRM vodny kalibraéni roztok ASTASOL — Mn o koncentraci 1,000 + 0,002 g-I*
v 2% HNO:s (v/v), Analytika spol. s. r. 0., Praha, Ceska republika
CRM vodny kalibra¢ni roztok ASTASOL — Fe o koncentraci 1,000 + 0,002 g-I*
Vv 2% HNO3 (v/v), Analytika spol. s. r. 0., Praha, Ceska republika

+
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+

CRM vodny kalibra¢ni roztok ASTASOL — Ni o koncentraci 1,000 + 0,002 g-I*
v 2% HNO3 (v/v), Analytika spol. s. r. 0., Praha, Ceska republika
CRM vodny kalibraéni roztok ASTASOL — Cu o koncentraci 1,000 + 0,002 g-I*
v 2% HNO3 (v/v), Analytika spol. s. r. 0., Praha, Ceska republika
CRM vodny kalibra¢ni roztok ASTASOL — Zn o koncentraci 1,000 + 0,002 g-I*

+

v 2% HNOs (v/v), Analytika spol. s. r. 0., Praha, Ceska republika
CRM vodny kalibraéni roztok ASTASOL — As o koncentraci 1,000 + 0,002 g-I*

+

Vv 2% HNO3 (v/v), Analytika spol. s. r. 0., Praha, Ceska republika
CRM vodny kalibraéni roztok ASTASOL — Rb o koncentraci 1,000 + 0,002 g-I*
v 2% HNOs (v/v), Analytika spol. s. r. 0., Praha, Ceska republika
CRM vodny kalibra¢ni roztok ASTASOL — Sr o koncentraci 1,000 + 0,002 g-I*!

+

v 2% HNOs (v/v), Analytika spol. s. r. 0., Praha, Ceska republika
CRM vodny kalibraéni roztok ASTASOL — Mo o koncentraci 1,000 + 0,002 g-I*
v 2% NH4OH (v/v), Analytika spol. s. r. 0., Praha, Ceska republika
CRM vodny kalibra¢ni roztok ASTASOL — Cd o koncentraci 1,000 + 0,002 g-I*
v 2% HNO:s (v/v), Analytika spol. s. r. 0., Praha, Ceska republika
CRM vodny kalibraéni roztok ASTASOL — Pb o koncentraci 1,000 + 0,002 g-I*
v 2% HNO3 (v/v), Analytika spol. s. r. 0., Praha, Ceska republika
CRM vodny kalibraéni roztok ASTASOL MIX 015 — Al, Be, Bi, Cd, Co, Cu, Fe, Li,
Mn, Mo, Ni, Pb, Si, Sr, V, W, Zn o koncentraci 0,100 + 0,0002 g-I* (kazdy)
v 5% HNO3 (v/v), Analytika spol. s. r. 0., Praha, Ceska republika
HNO3 (ANALPURE) 67-69%, Analytika, spol. s. r. 0., Praha, Ceska republika
H.02 (AnalaR NORMAPUR) 30%, VWR Chemicals BDH, Francie
demineralizovana voda o rezistivité 18,2 MQ-cm
1-oktanol — Cistota >99,5% (GC), Fluka Analytical, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Némecko
uvoliiovaci ¢inidlo pro FAAS - LaCl; o koncentraci 25 gl v2% HCI,
Analytika spol. s. r. 0., Praha, Ceska republika
CRM-TMDW-500 — stopové prvky v pitné vodé (v 2% HNOs/stopové mnozstvi HF;
Cistota 99,0-99,9999%), High-Purity Standards, USA
roztok vnitfniho standardu ASTASOL - Bi, In, Sc, Tb, Y o koncentraci 10 mg-I*
v 5% HNO:s; (v/v), Analytika spol. s. r. 0., Praha, Ceska republika
ladici roztoky pro ICP-MS:

e Tuning Solution — Ce, Co, Li, Tl, Y o koncentraci 10 ug-* v 2% HNO;

(m/m), Agilent Technologies, USA
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e 7500 Series PA Tuning 1, Agilent Technologies, USA

e 7500 Series PA Tuning 2, Agilent Technologies, USA
stlacené plyny:

e acetylen — &istota 2.6, SIAD, Ceska republika

e argon — &istota min. 4.6, SIAD, Ceska republika

e helium - gistota 5.5, SIAD, Ceska republika

stlaceny vzduch (z rozvodu v budové fakulty)

3.3 Pomlicky a pfristroje
Pomdcky:
e pipety FINNPIPETTE F2 100-1000 pl a 0,5-5 ml, Thermo Scientific, USA
e polypropylenové pipetovaci Spicky FINNTIP a Labtip Blue, Thermo Scientific,
Finsko
e plastové odmérné bariky 25 ml, Kartell S.p.A. — LABWARE Division, Italie
e plastové odmérné bariky 10 a 100 ml, VITLAB GmbH, Némecko
o plastové zkumavky s vi€ky, centrifugaéni zkumavky s vicky, mikrozkumavky
eppendorf, kelimky, plastova hodinova skli¢ka, stojanek na zkumavky, lahvicka
se Sirokym hrdlem a Sroubovacim uzavérem, stficka, nalevka
e laboratorni sklo — odmérné bariky tfidy A 25 ml, 10 ml, SIMAX, Ceska republika:
nalevka
o teflonové kelimky pro rozklad s vyuzitim mikrovinného zafeni
e Amicon Ultra — 0,5ml 3K a 10K centrifugacni filtry a 1,5ml mikrozkumavky,
Millipore, Irsko
e lihovy fix na popisovani zkumavek
Pfistroje:

ICP-MS 7700x Series, Agilent Technologies, Japonsko
s automatickym davkovacem vzorkl ASX-500 Series ICP-MS Autosampler,
Agilent Technologies, Japonsko
AAS SavantAA, GBC Scientrific Equipment, Australie
e sodikova vybojka s dutou katodu, Photron Pty. Ltd., Australie
e draslikova vybojka s dutou katodou, SpectrAA Lamp, Varian, Australie
e vapnikova vybojka s dutou katodu, Photron Pty. Ltd., Australie
¢ hofc¢ikova vybojka s dutou katodou, SpectrAA Lamp, Varian, Australie

e Zelezna vybojka s dutou katodou, Photron Pty. Ltd., Australie
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e zinkova vybojka s dutou katodou, Photron Pty. Ltd., Australie
e pfistroje pro pfipravu demineralizované vody Milli-Q Reference (pro méfeni
na ICP-MS) a Direct-Q 3 UV (pro méfeni na AAS), Merck Millipore, Francie
e mikrovinny mineralizator MLS 1200 Mega, Milestone, Italie
e centrifuga Eppendorf 5702, Eppendorf, Némecko
¢ centrifuga Mikro 120, Hettich, Némecko
e vortex IKA Yellowline TTS2, IKA-Werke GmbH & Co. KG
e analytické vahy XSE205, Mettler Toledo, USA

34 Priprava vzorku

Vzhledem k obsahu organické slozky musely byt vzorky podrobeny rozkladu.
Zvolen byl rozklad na mokré cesté v uzavieném systému s vyuzitim mikrovinného zafeni
(viz dale — kapitola 3.4.1).

Vzorky buraky byly podrobeny také frakcionaci. Kromé celkového obsahu
ve vzorku byla stanovovana i koncentrace kovl v kapalném a pevném podilu buréaku.
Pfed dalSi manipulaci se vzorkem byly ke vzorkim buréaku vzdy pfidavany dvé kapky
oktanolu proti pénéni. Zkumavky s 10 ml buréaku byly podrobeny centrifugaci pfi
4000 ot./min. po dobu 15 minut. Poté byl kapalny podil opatrné odpipetovan a zbyvajici
pevny podil kvantitativné preveden na plastové hodinové sklicko k vysuseni (suseni
probihalo na vzduchu pfi laboratorni teplot¢ po dobu nékolika dni) a nasledné do
teflonoveého kelimku pro rozklad. Pro dostate€nou navazku byly spojeny vZzdy dva pevné
podily do jednoho teflonového kelimku, tedy vzorek pevného podilu odpovidal 20 ml

pUvodniho buréaku. Rozlozeny byly také 3 ml kapalného podilu.

Jiné rozdéleni vzorkl na frakce bylo provedeno pomoci centrifugacnich filtr(i
Amicon Ultra s NMWCO 3000 Da a 10000 Da. 0,5 ml vzorku bylo napipetovano
do centrifugaéniho filtru umisténého v 1,5ml mikrozkumavce a nasledné centrifugovano
pfi 12100 ot./min. (odpovida relativni centrifugacni sile asi 14000 g). Pro ziskani
neprefiltrovaného podilu byl centrifugacni filtr umistén do Cisté mikrozkumavky dnem
vzharu a centrifugovan pfi 3200 ot./min (zhruba 1000 g). Opét byly spojovany dva
odpovidajici podily filtratu/nezfiltrovaného podilu daného vzorku. Timto zplsobem byly
zpracovany vybrané vzorky vina, buréaku a kapalného podilu buréaku (pfes 3kDa filtry
vzorek vina PER23, buréaku ¢. 10 a kapalného podilu buréaku &. 6, pfes 10kDa filtry

vzorek buréaku €. 3 a kapalného podilu bur¢aku €. 9).
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VSechny vzorky byly pfipravovany v duplikatech. Pouze pfi pfili§ nizké navazce
(méné nez 20 mg pro vysuSeny pevny podil buréaku a 150 mg pro kapalné vzorky

z filtrace) byly podily dale spojeny a rozkladany pouze v jednom opakovani.
3.4.1 Rozklad vzorku

Do teflonového kelimku byly ke 3 ml vzorku nebo jeho kapalného podilu, pfipadné
pfevedené navazce pevného vzorku, filtratu &i nezfiltrovaného podilu, napipetovany vzdy
3 ml HNO3 a 0,5 ml H20.. V kazdém z rozkladu byl rozkladan i slepy pokus, jehoz slozeni
odpovidalo 3 ml HNOs; a 0,5 ml H;O2 Po uklidnéni pfipadné bouflivé reakce vzork
s rozkladnou smési, doprovazené bublanim a uvolfiovanim &ervenohnédych par oxidu
dusiku, byly teflonové kelimky uzavieny vi¢ky s pojistkami a umistény do karuselu.

Pouzity rozkladny program je podrobné&ji popsan v tabulce IV.

Tab. IV — Rozkladny program mikrovinného mineralizatoru

Krok é. Pfikon [W] Cas [min]
250 2
0
400
0
500
0
600
ventilace

O INOOO|RIWIN(F
GO INININ|OT|N

Mezi jednotlivymi  rozklady byly kelimky vzdy dukladné vyplachnuty
demineralizovanou vodou. Pfed samotnym rozkladem vzork(i, mezi rozklady riznych
vzork(l a na konci dne byl vzdy proveden Cistici krok (na konci dne dvakrat), aby se
zabranilo kontaminaci vzork(i mezi sebou navzajem. Cistici krok spoéival v plisobeni
mikrovinného zéafeni s pfikonem 600 W na teflonové kelimky obsahujici 3 ml HNO3

po dobu 10 minut.

Po probéhnuti rozkladu byly vzorky pfevedeny do odmérnych bané&k a doplnény na
definovany objem demineralizovanou vodou. V pfipadé slepych pokusu a vzork( vina,
buraku a jeho kapalného podilu byl vysledny objem 25 ml, rozloZzené pevné podily,
filtraty a neZfiltrované podily byly pfevadény do 10ml odmérnych banék. Takto pfipravené
vzorky byly pfimo analyzovany, pfipadné pfi zjisténi pfiliS vysokého obsahu nékterého ze

stanovovanych prvkd béhem méfeni dale adekvatné nafedény demineralizovanou vodou.
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3.5 Priprava kalibra¢nich standardi

Jednotlivé kalibracni standardy byly vzdy namichany Cerstvé do 25ml odmérnych
banék z jednoprvkovych CRM vodnych kalibra¢nich roztok o koncentraci 1000 + 2 mg-I?,
v pfipadé ICP-MS z pfedem pfipraveného smésného zasobniho roztoku o koncentraci
10 mg-It Al, V, Cr, Mn, Fe, Ni, Cu, Zn, As, Rb, Sr, Mo, Cd, a Pb. Ten byl pfipraven rovnéz
z jednoprvkovych CRM vodnych kalibraénich roztokti o koncentraci 1000 + 2 mg-I?,
pfipadné s vyuzitim smésného CRM o koncentraci 100 + 0,2 mg-I* do 25ml odmérné
banky a uchovavan v lednici v plastové lahvicce se Sirokym hrdlem a Sroubovacim
uzavérem. V8echny kalibraéni roztoky byly okyseleny 500 ul kyseliny dusiCné. Smésné
kalibra€ni roztoky Ca a Mg pro AAS obsahovaly navic 2 ml LaCls, jakozto uvolfiovaciho
Cinidla pro lepsi atomizaci vapniku. Slozeni kalibracniho slepého pokusu tomu
odpovidalo. Sada smésnych kalibracni roztokl pro Na a K byla pfipravovana do 25ml

plastovych odmérnych banék, aby se zabranilo kontaminaci sodikem ze skla.

Pfi méfeni pomoci ICP-MS byla pouzivana sada kalibraénich roztoku
o koncentracich 0; 0,5; 1; 2; 5; 10; 50; 100 a 500 ug-l*. Koncentrace jednotlivych
kalibragnich roztokl pro méfeni pomoci AAS jsou uvedeny v tabulce V. Pro dvojice sodik
a draslik a hof¢ik a vapnik byla pfipravena vzdy jedna sada smésnych kalibracnich

standardu, pro zbyvajici prvky byla sada kalibra¢nich roztokl pfipravovana jednotlive.

Tab. V — Koncentrace kalibracnich standard pro AAS

Prvek c [mg-1?]

Na, K 0 0,2 0,5 1 2 5 8 10
Ca 0 0,5 1 2 5 8 10 -
Mg 0 0,05 0,1 0,2 0,5 0,8 1 -
Fe 0 0,2 0,5 0,8 1 2 5 -
Zn 0 0,025 | 0,05 0,1 0,2 0,5 0,8 1

3.6 Stanoveni pomoci ICP-MS

Pro stanoveni kova s vyuzitim izotopt 2’Al, 51V, 52Cr, >*Mn, *¢Fe, ®°Ni, ®3Cu, °¢Zn,
SAs, ®RDb, %Sr, %Mo, 'Cd a 2%Pb byl pouzit hmotnostni spektrometr s indukéné
vazanym plazmatem od firmy Agilent Technologies (ICP-MS 7700x). Roztoky kalibraénich
standardl a vzork(l byly zmlzovany koncentrickym zmlzovacdem, byla pouzita mizna
komora dle Scotta. Hmotnostnim analyzatorem byl kvadrupdl. Analyza probihala
v heliovém moédu s vyuzitim oktapolové kolizni cely. Vysledky méfeni byly primérem

pétkrat opakovaného proméfeni. Nastavené podminky méfeni shrnuje tabulka VI.
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Tab. VI — Nastaveni pfistroje ICP-MS béhem méreni

Parametr Nastavena hodnota
Pfikon vysokofrekvencnlho 1550 W
generatoru
Impedanéni pfizpasobeni
generatoru 1.8V
(angl. RF Matching)
Hloubka vzorkovani 8 mm
Rychlost C?rparjl pumpy 0.1 ot/s
zmlZovace
Teplota mlzné komory 2°C

Pritok nosného plynu

) 1,07 I/min
(angl. carrier gas)
Pratok vnéjsiho plazmového 15,01 Vmin
plynu (angl. plasma gas)
Prutok stfedniho plgzmoveho 0,90 Umin
plynu (angl. auxiliary gas)
Prutok helia 5 ml/min

Samotnému méfeni pfedchazela teplotni stabilizace, naladéni pfistroje pomoci

ladicich roztokd a kontrola jeho vysledkt (Tab. VII).

Tab. VIl — Akceptaéni kritéria pro parametry kontrolované po naladéni pfistroje

Pozice Signal Dvojnasobné
) v No Gas Oxidické ionty Jnas Sitka piku
Prvek| maxima médu RSD (155Ce0*/H0Ce") nabité ionty (W-10 %)
piku [m/z] (14°Ce2*/7°Ce") °
[cps]
"Li 6,9-7,1 3000
8y 88,9-89,1 10000 | <3 % <15% <3% 0,65-0,80
205T| |204,9-205,1| 6000

Spolehlivost vysledkl a stabilita systtmu béhem méfeni byla kontrolovana
prubéznou analyzou certifikovaného referenéniho materialu stopovych prvkl v pitné vodé
(TMDW-500). Pfed méfenim referenéniho materialu byla proméfena Cista voda, po

kalibraénim standardu o nejvy$si koncentraci byla voda proméfena dvakrat.

Pomoci certifikovaného referenéniho materialu TMDW-500 byly také pfifazovany
vnitFni standardy, a to vzdy tak, aby ziskané vysledky co nejlépe odpovidaly
certifikovanym hodnotam a aby rozdil mezi m/z pfifazeného vnitfniho standardu a m/z
méfeného prvku nebyl vétsSi nez 50. Vzhledem Kk pfitomnosti bismutu v tomto

certifikovaném referenénim materialu nebylo mozné pouziti 2°°Bi jako vnitfniho standardu
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v v

vnitfnich standard(i je uvedeno v tabulce VIII.

Tab. VIII — Pfifazeni vnitfnich standardd pro vyhodnoceni koncentrace mérenych prvku

Vnitini standard Mérené prvky
45g¢ 27| 52Cr, 867
89Y 51V, 55Mn, 56|:e, 63CU, GONi, 75AS, 85Rb, BBSr
115|n QSMO, 111Cd
159Tb 208Pb

3.7 Stanoveni pomoci AAS

Sodik, draslik, hof¢ik, vapnik, zelezo a zinek byly stanovovany pomoci atomového
absorpéniho spektrometru SavantAA (GBC Scientrific Equipment). Pro sodik a draslik byl
vyuzit emisni méd méfeni, tedy oto&eni hofaku o 90° a snimani intenzity emisniho zafeni,
nikoli absorbance. Ostatni prvky byly méreny klasickym zplsobem v absorp&nim maodu.
Atomizace ve vSech pfipadech probihala v plameni o slozeni acetylen—vzduch. Data pro
vyhodnoceni opét pochazela z pétkrat opakovanych proméreni daného vzorku. Konkrétni
podminky jednotlivych méfeni jsou shrnuty v tabulce IX. Pfi stanoveni vapniku a hof¢iku
byly vzorky michany s uvolfovacim c&inidlem (LaCls) v poméru odpovidajicimu sloZeni

kalibracnich roztokad.

Tab. IX — Nastaveni pfistroje AAS béhem méreni jednotlivych prvkd

prvek Na | K Ca | Mg | Fe | zn
moéd emisni absorp¢ni
"'“°[‘:]am°]'e"‘a 589,00 | 766,50 | 422,70 | 28520 | 248,30 | 213,90
pratok paliva
(acetylen) 1,100 1,400 1,600 1,300 1,700 1,300
[I/min]
pratok oxidovadla
(vzduch) 11,00 11,00 11,00 10,50 11,00 10,00
[I/min]
poloha (uhel
otoceni) horaku 90° 90° 0° 0° 0° 0°
|
Sirka Stérbiny
monochromatoru 0,2 0,5 0,5 0,5 0,2 0,5
[nm]
zhavici proud
vybojky 5,00 6,00 5,00 3,00 8,00 5,00
[MA]
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Pro hodnoty duplikatli, ze kterych byla pfi vyhodnoceni vysledkd (AAS i ICP-MS)
vypocitana primérna hodnota koncentrace ve vzorku, byla vypocitana také dovolena

diference D, podle vzorce:

D, [%] = —2—2--100 (4)

(x1+x32)/2

kde Dy je dovolena diference, x1 a X jsou dil¢i naméfené hodnoty koncentrace duplikatu.

3.8 Validace

Vramci validace byly proméfeny dva vzorky vina a jeden vzorek burcaku
rozlozené vzdy v sedmi opakovanich. U obou pouZitych metod byly posuzovany
nasledujici validaéni parametry: meze detekce a stanovitelnosti, pracovni rozsah

a linearita kalibracni zavislosti, pravdivost a preciznost.

3.8.1 Urcéeni meze detekce a stanovitelnosti

Hodnoty mezi detekce a stanovitelnosti byly ziskany za podminek mezilehlé
preciznosti. Byly vyhodnoceny z naméfenych signall blankd pochéazejicich z rdznych

rozkladu provedenych ve tfech dnech, a to pomoci nasledujicich vypoctu:

Lop = ¥2 L0Q = =2
b b

(5, 6)

kde SD je smérodatna odchylka absorbanci/cps a b je smérnice kalibracni zavislosti.
3.8.2 Pravdivost

Pravdivost méfeni byla ovéfovana na zakladé testovani vytéZnosti. Stanovované
prvky byly rozdéleny do tfech skupin na zakladé jejich pfiblizného obsahu ve vzorcich,
kterému nasledné odpovidal adekvatni pfidavek standardu. Pfidavek standardu byl
proveden na dvou rtiznych koncentracnich urovnich dle tabulky X. Vzorky s pfidavkem

standardu byly rovnéz pfipraveny v sedmi opakovanich.

Tab. X — Pouzité pfidavky standardu pfi testovani vytéznosti

V, Cr, Ni, Cd, Pb,
Vzorek Al, Fe, Mn, Zn, Rb, Sr | Na, K, Ca, Mg
As, Mo, Cu
Bilé vino 10 ug-l?* 200 pg-I*t 4000 pg-I*t
RazZové vino 5 ug-l? 100 ug-It 2000 ug-It
Cerveny buréak 5 ug-It 100 pg-It 4000 pg-It
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Vytéznost potom byla vypocitana pomoci nasledujiciho vzorce:

Re[%] = <27 100 @)

Cref

kde Ry je vytéZnost, csp koncentrace ve vzorku s pfidavkem standardu, ¢, koncentrace ve

vzorku bez pfidavku a crt skute€na koncentrace pfidavku standardu.
Nastavené kritérium pro vyhovujici vytéZznost bylo 70-130 %.
3.8.3 Dalsi valida¢ni parametry

Preciznost byla vyhodnocovana na zakladé hodnoty relativni smérodatné odchylky
vysledkll ze sedmi opakovani vzorku s pfidavkem standardu. Za vyhovujici bylo
povazovano RSD < 20 %. Linearita kalibracni zavislosti byla hodnocena podle hodnoty

korelaéniho koeficientu. Akceptacni kritérium bylo R = 0,99.

3.9 Pouzity software pro zpracovani dat

Data z obou metod (AAS i ICP-MS) byla dale zpracovana s vyuzitim MS Excel. Tento

software byl pouzit i pro provedeni statistického srovnani vysledkd parovym testem.
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4 Vysledky a diskuze
41 Vysledky validace
41.1 Meze detekce a stanovitelnosti

Tabulka XI prezentuje meze detekce a stanovitelnosti za podminek mezilehlé
preciznosti. Ty byly vypocitany jako instrumentalni meze detekce a stanovitelnosti, tedy
jejich hodnota udava nejmensi detekovatelné/stanovitelné mnozstvi v méfeném roztoku.
Dale jsou pro vzorky vina, buréaku a jeho kapalného podilu uvedeny hodnoty pfepocitané
na mnozstvi detekovatelné a stanovitelné v plivodnim vzorku. V dalSich pfipadech (pevné
podily buraku, filtraty a nezfiltrované podily) je potfeba zohlednit pfepocet na konkrétni

navazku daného vzorku.

Tab. XI — Meze detekce a stanovitelnosti

LOD LOQ LOD LOQ
Metoda Kov [ng/l] | [yg/l] [uglllo [lfg/I]
v méfeném v ptivodnim
roztoku vzorku*

Na 59,57 198,58 | 496,44 | 1654,81

AAS Mg 11,21 37,37 93,42 311,41
Fe 32,47 108,25 | 270,62 | 902,07
Zn 53,12 177,07 | 442,68 | 1475,61
Al 27,66 92,19 230,48 | 768,26

\% 0,08 0,25 0,64 2,12

Cr 0,30 0,99 2,48 8,26

Mn 0,29 0,97 2,42 8,08
Fe 4,74 15,81 39,52 131,72

Ni 1,83 6,10 15,25 50,83

ICP-MS Cu 0,64 2,15 5,36 17,88
Zn 33,25 110,82 | 277,06 | 923,53

As 1,28 4,28 10,70 35,66

Rb 1,18 3,95 9,87 32,91

Sr 0,52 1,75 4,37 14,56

Mo 3,25 10,84 27,09 90,30

Cd 0,02 0,07 0,16 0,54

Pb 0,28 0,93 2,33 7,78

*plati pro vzorky vina, celého buréaku a jeho kapalného podilu.

U metody AAS bylo dosazeno ocekavatelnych hodnot mezi detekce
a stanovitelnosti. Vy8si hodnoty LOD a LOQ u hliniku, Zeleza a zinku pfi stanoveni
pomoci ICP-MS byly pravdépodobné zplsobeny neodhalenou kontaminaci pfi pfipravé
vzorku nebo pfi méfeni. K jejich snizeni nepomohl ani pfesun rozkladu vzorkd do cistSiho

prostfedi (z laboratofe na Katedfe analytické chemie do laboratofe R-lab).
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41.2 Linearita a rozsah kalibrace

Linearita kalibraCnich zavislosti byla posuzovana na zakladé hodnot korelacnich
koeficientu. Obvyklé kritérium R =0,99 bylo splnéno ve vSech pfipadech. Konkrétni
hodnoty jsou spolu s pouzivanymi rozsahy jednotlivych kalibraci uvedeny v tabulce XiIl.
Grafické zobrazeni vybranych kalibradnich zavislosti v&etné kalibraénich rovnic

a korela¢nich koeficientu je vyobrazeno na obrazcich 4-7.

Tab. Xl — Rozsah a linearita jednotlivych kalibraénich zavislosti

Metoda Kov Rozsah R
Na LOQ-10 mg-l'1 0,9996
_ L
AAS Mg LOQ-1mg I_l 0,9998
Fe LOQ-5 mg'l 0,9997
Zn LOQ-1 mgI?t 0,9997
Al 1,0000
\/ 1,0000
Cr 1,0000
Mn 1,0000
Fe 1,0000
Ni 1,0000
Cu 1,0000
ICP-MS LOQ-500 ug-I*
Zn 1,0000
As 1,0000
Rb 1,0000
Sr 1,0000
Mo 1,0000
Cd 1,0000
Pb 0,9999
12
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Obr. 4 — Kalibra¢ni zavislost pro mangan
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41.3 Pravdivost

Vysledky testovani vytéznosti za uCelem ovéfeni pravdivosti méfeni shrnuje
tabulka XIlII. Kritérium 70-130 % bylo dodrzeno u vSech uvedenych prvkd kromé Zeleza
v rizovém viné, kde je vSak rozdil nevyznamny, a také médi v ¢erveném buréaku, kde je
divodem nevhodné zvolena koncentra¢ni hladina pfidavku standardu. Ta byla volena na
zakladé predpokladané koncentrace ve vzorku podle obsahu médi ve viné, v buréaku
v8ak byla koncentrace fadové vyssi, a proto pfidavek standardu na koncentracni Urovni

5 ug-It nebyl dostateény pro to, aby bylo mozné smyslupiné hodnotit vytéZnost.

Tab. Xl — Vysledky testovani vytéznosti

Vzorek: Razové vino Bilé vino Cervve’ny
burcak
Metoda Kov Vytéznost [%)]

Na 97,2 89,9 93,7

M 126,1 119,0 96,4

AAS FS 119,3 125,6 82,6
Zn 119,7 116,7 95,4

Al 128,3 111,3 91,7

\ 122,1 118,1 93,1

Cr 78,6 90,4 94,5

Mn 113,5 114,3 88,0

Fe 68,7 1125 82,7

Ni 104,3 106,7 76,3

(CP-MS Cu 108,4 113,3 -4,9
Zn 119,7 117,3 88,1

As 1141 113,2 95,0

Rb 128,2 123,1 92,8

Sr 115,9 115,3 98,9

Mo 120,1 119,3 86,6

Cd 116,4 114,6 83,1

Pb 105,9 101,6 76,7

414 Preciznost

Preciznost byla posuzovana jako relativni smérodatna odchylka 7 opakovani
vzorku bilého vina, rGzového vina a €erveného buréaku s pfridavkem standardu. Jak je

vidét z tabulky XIV, nastavené kritérium RSD < 20 % bylo spInéno ve vSech pfipadech.
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Tab. XIV — Preciznost

Vzorek: Rlizové vino Bilé vino Cervve’ny
buréak
Metoda Kov RSD [%)]

Na 17,8 49 12,6

M 6,8 3,2 7,1

AAS FS 8,2 7,5 9,8
Zn 7,7 51 18,5

Al 15,2 1,9 9,0

Vv 3,4 6,3 7,1

Cr 16,4 13,0 9,0

Mn 2,3 3,6 7,0

Fe 7,0 17,8 7,7

Ni 4,1 4,8 9,7

(CP-MS Cu 2,1 2,9 7,5
Zn 6,6 4,3 15,0

As 2,6 4,8 9,2

Rb 3,8 4,1 7,2

Sr 2,0 3,8 7,8

Mo 3,8 3,7 11,0

Cd 4,0 4,1 7,3

Pb 5,6 3,7 7,8

4.2 \Vysledky méreni realnych vzorku

42.1

Nikl, arsen, molybden a kadmium byly ve vS§ech vzorcich pfitomny v koncentracich
mensich nez pfislusna hodnota meze stanovitelnosti, stejné jako Zn ve viné pfi stanoveni
pomoci AAS — touto metodou se podafilo stanovit jen obsah 2,46 mg-I* Zn ve viné odrudy

Peron z roku 2022 a 2,73 mg-I"! u téhoz vina z roku 2023. Ostatni vysledky vzorkl vina

Celkovy obsah kovl ve vzorcich

a bur€aku jsou shrnuty v tabulkach XV a XVI.

Pro hodnoty duplikatl pouzité pro ziskani praimérné koncentrace ve vzorku byla
vypocitana dovolena diference D,, ktera je v pfipadé dvou hodnot vhodnéjsi nez relativni
smérodatna odchylka. Hodnoty, které nejsou <LOQ, ale neni u nich v tabulkach uvedeno

D:, byly ziskany pouze z jednoho opakovani, nebot koncentrace druhého duplikatu byla

pod mezi stanovitelnosti.
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Tab. XV — Celkova koncentrace kovl obsazenych ve vzorcich vina

Vzorek: HIB16 | HIB18 | HIB19 | HIB20 | HIB22 | D19 D20 D21 D23 | CM19 | CM20 | CM23 | PER19 | PER21 | PER22 | PER23
Na c [mg-I*] 122,30 | 71,21 | 21,18 | 19,08 | 23,30 | 17,68 | 6,52 5,60 3,55 | 11,43 | 5,98 3,58 6,28 8,55 | 19,36 | 23,26
D, [%] | 136,32 | 108,47 | 12,67 | 12,66 | 19,27 | 7,17 3,32 5,65 6,57 3,65 2,79 | 11,16 | 6,63 | 10,42 | 12,48 | 9,64
2 M c [mg-1'] 66,98 | 88,13 | 68,92 | 67,88 | 74,76 | 78,44 | 68,12 | 69,86 | 93,94 | 65,78 | 59,06 | 79,63 | 74,50 | 69,81 | 68,50 | 96,69
< g D/ [%] | 0,73 3,69 2,52 0,72 | 10,33 | 3,35 4,06 5,77 7,85 0,68 4,87 | 17,58 | 0,34 2,33 8,39 0,65
Fe c [mg-t] 3,26 2,49 | <LOQ | 1,07 1,00 1,91 1,08 | <LOQ | <LOQ | 2,18 | <LOQ | 0,91 4,14 4,59 1,10 2,65
D [%] | 96,81 | 74,71 - 12,50 | 10,00 | 19,61 | 2,32 - - 15,68 - - 5,63 6,90 | 12,22 | 0,00
Al c [ug-]| <LOQ [1724,49| <LOQ | <LOQ | <LOQ [823,09 | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | 793,78 | <LOQ
Dy [%] - 4,51 - —- - - - - - — - - - - - -
Vv c[ug| 2,75 6,02 | <LOQ | 4,89 2,91 | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | 2,12 | <LOQ | 7,09 | <LOQ
D/ [%] | 2,63 14,11 - 20,13 | 17,95 - - - — - - - - - 15,46 -
cr c[ugll| 9,32 | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | 10,96 | 20,29 | <LOQ | <LOQ | 13,87 | <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ | 10,40 | <LOQ
D/ [%] | 1,12 - - - - 12,67 | 106,54 - - 22,57 - - - - 5,30 -
Mn c [ugI]| 489,29 | 697,92 | 499,29 | 513,47 | 495,54 | 774,48 | 531,93 | 458,19 | 558,57 |1250,25| 920,74 |1283,72| 510,83 | 497,34 | 424,79 | 519,71
Dy [%] | 0,73 2,50 3,97 1,94 4,86 5,41 3,53 2,34 3,19 0,68 0,22 2,78 2,18 3,05 2,49 0,99
0| Fe ¢ [ugI]]1535,36/1567,67| 871,78 |1036,26| 991,22 |1739,89/1036,66| 864,89 | 731,90 |2047,83| 776,04 | 869,30 |3661,62|4249,13| 974,10 |2531,41
= D:[%] | 0,71 1,81 2,54 6,08 5,18 4,69 8,02 2,84 3,26 1,43 0,10 8,57 3,49 4,64 2,47 2,15
% Ccu c [ug-It]| 67,70 | <LOQ | 70,99 | 23,34 | 29,81 | 70,21 | 198,10 | 158,24 | 40,90 | 55,80 | 345,74 | 46,95 | <LOQ | 26,14 | 37,14 | 182,16
- D/ [%] | 2,75 - 5,99 573 | 1197 | 851 | 11,17 | 5,95 5,63 8,06 0,22 2,65 - 0,34 3,56 | 20,91
7n c [ug]| <LOQ | <LOQ | <LOQ | <LOQ |1029,21|1122,57| 986,64 | <LOQ | <LOQ | 997,81 |1059,00| <LOQ | <LOQ | <LOQ |2234,54|2445,25
D [%] - - - - 6,76 2,32 5,18 - - - 0,01 - - - 3,64 | 24,09
Rb c [ug-1]( 510,73 | 480,34 | 378,19 | 364,62 | 644,45 |1353,21|1385,26|1465,21(1898,40| 730,96 | 713,30 | 865,76 | 720,88 | 874,28 | 668,27 | 708,58
D/ [%] | 2,85 0,06 3,56 0,66 5,00 6,26 4,40 4,33 1,55 0,09 0,08 3,55 2,11 3,00 0,02 3,91
S c [ug-I*]| 532,15 | 604,63 | 293,05 | 331,50 | 481,24 | 605,85 | 499,28 | 677,38 | 795,63 | 517,64 | 360,04 | 682,80 | 258,07 | 280,52 | 429,44 | 482,66
D [%] | 0,60 0,80 3,20 1,59 2,74 3,76 3,23 2,05 3,11 0,98 0,84 0,98 1,10 4,51 2,84 2,07
Pb c [pg-]| 19,00 | 18,00 | 10,02 | 12,39 | 22,50 | 23,72 | 34,01 | 16,83 | <LOQ | 28,15 | 38,37 | 10,36 | <LOQ | <LOQ | 48,18 | 58,16
D/ [%] | 0,77 3,83 1,01 0,44 2,31 498 | 17,21 | 6,82 - 7,52 1,28 2,52 - - 2,37 3,00
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Tab. XVI — Celkova koncentrace kovl ve vzorcich buréaku

Vzorek: 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
I\Iac[mg-l'l] <LOQ | 4,37 | 2,82 | 881 | 459 | 1051 | 8,08 | 7,55 | 26,80 | 18,63
D: [%] - 7,82 | 5,02 - 9,07 | 2,93 | 12,07 | 8,72 | 5,57 | 33,91
Mgc [mg-1?1] 121,75 | 70,03 | 54,22 | 104,20 | 81,09 | 59,84 | 37,78 | 38,26 | 94,06 | 66,25
(</E) D [%] - 0,89 | 0,58 - 501 | 2,61 | 6,99 | 4,72 | 1,33 | 51,89
< Fec [mg-1"] <LOQ | <LOQ | <LOQ | 2,96 | 2,03 | <LOQ | 3,10 | 1,82 | <LOQ | 4,17
D [%] - - - - 71,60 — 5,38 1,83 — 52,95
ZnC[mg-l‘l] <LOQ | <LOQ | 1,67 | <LOQ | <LOQ | <LOQ | 1,70 1,75 | <LOQ | <LOQ
D: [%] - - 2,49 - - - - 10,93 - —
Al c [ug-1]| <LOQ | <LOQ | <LOQ (3636,02| <LOQ | <LOQ |1044,38/ 901,93 | <LOQ |1546,62
Dr [%] - - - 7,30 - - 18,13 | 0,49 - -
v c [ug-1]| <LOQ | <LOQ | <LOQ | 12,85 | <LOQ | <LOQ | 2,82 | 2,99 | <LOQ | 10,76
D: [%] - - - 3,09 - - 27,43 | 52,76 - 66,14
cr c [ug]| <LOQ | <LOQ | 22,90 | 27,08 | <LOQ | <LOQ | 18,86 | 18,13 | <LOQ | <LOQ
D: [%] - - 0,69 | 571 - - 1,11 | 10,09 - -
Mnc[pg-l'l] 673,20 | 603,61 | 648,85|817,60 | 349,84 | 328,68 | 920,84 |1053,03/1109,40| 285,22
D: [%] - 292 | 058 | 1,25 | 0,10 | 4,06 | 6,53 | 3,09 | 6,69 | 53,27
0lFe c [ug-1?]| 308,84 | 393,16 | 565,11 [2427,76/1187,48| 333,07 [2293,47|1348,41| 638,91 |3314,39
= D [%] - 9,00 | 6,57 | 3,21 | 13,57 | 3,76 | 0,74 | 292 | 2,00 | 50,81
E-) oL c [ug™]1175,44| 272,88 [3414,08/1060,18) 370,91 | 214,39 |1537,40/1492,96| 684,26 | 362,85
D: [%] - 136 | 1087 | 0,72 | 6,94 | 1,89 | 8,75 | 0,85 | 7,14 | 52,71
7n c [ug-1]| <LOQ | <LOQ [1165,69(1025,56| <LOQ | <LOQ [1115,91/1164,35| <LOQ | <LOQ
D: [%] - - 0,45 - - - 0,64 | 13,55 - -
Rb c [ug™]1202,13|2625,84( 703,48 [2800,24/1233,38| 828,38 |1902,23|3498,97/1724,981137,79
D: [%] - 1,712 | 3,04 | 0,40 1,31 | 240 | 0,28 | 599 | 6,24 | 46,66
Sr c [ug-l?]| 284,76 | 488,96 | 238,58 | 678,30 | 228,38 | 289,47 | 507,79 | 617,42 | 596,61 | 340,96
D: [%] - 361 | 467 | 161 | 289 | 295 | 681 | 3,82 | 7,68 | 57,09
Pb c [ug-1]| <LOQ | <LOQ | 30,74 | 7,86 | <LOQ | <LOQ | 58,57 | 31,98 | <LOQ | 17,58
D: [%] - - 2,74 | 0,00 - - 3,63 | 9,30 - 66,50

Vysledky analyz certifikovaného referenéniho materialu TMDW-500 potvrdily

spolehlivost vysledkl a stabilitu systému po celou dobu méfeni ICP-MS. Nalezené

koncentrace odpovidaly téméFf ve vSech pfipadech 80-120 % certifikované hodnoty.

Vyjimkou byl pouze arsen na zacatku jednoho mérfeni, kdy nejvzdalenégjsi byla hodnota
125,10 %.

Vysledky AAS a ICP-MS pro Zelezo byly statisticky porovnany parovym testem na

hladiné vyznamnosti a =

5 %. Parovy test ukazal statisticky vyznamny rozdil mezi

vysledky obou metod pro vino i pro buréak. AAS poskytuje nepatrné vyssi vysledky nez

ICP-MS. Srovnani pro zinek nebylo mozné provést, nebot u obou metod byla velka ¢ast
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vysledkd <LOQ. U Zeleza bylo pod mezi stanovitelnosti AAS pouze nékolik hodnot (&tyfi
u vina a tfi u burcaku), které byly pro potieby statistického porovnani nahrazeny hodnotou
LOQ.

Stanoveni celkového obsahu kovl ve viné a buréaku ukazalo, Ze zdravi Skodlivé
kovy v analyzovanych vzorcich nejsou pfitomny, nebo jen v zanedbatelnych

koncentracich. Ani obsah olova nepfekrocil legislativou dané limity, jeho koncentrace se

Obsah sledovanych kovl je fadové stejny ve viné a buréaku, pouze médi bylo
nalezeno v buréaku vice. Jeji koncentrace tam dosahovaly desetin aZz jednotek mg-I?,
zatimco ve viné se pohybovaly okolo desitek maximalné stovek pug:t. MozZnym
vysvétlenim tohoto rozdilu je, ze méd z bur€aku nemlze byt odstranéna srazenim pfi
fermentaci a naslednym stacenim, jako je tomu u vina. Koncentrace médi ve viné byly
pod doporu¢ovanou hranici 0,5 mg-I?, nehrozi tedy jeji nezadouci G¢inek v podobé
rychlejSiho kazeni vina vlivem oxidace. Ve vice nez poloviné vzork( burCaku byly
koncentrace médi vyssi nez 0,5 mg-I*, avSak tento produkt je uréen k rychlé spotiebé.

Nadmérna konzumace by ale potencialné mohla vést k zaZivacim potizim.

Burak obsahoval v nékterych vzorcich okolo 1 mg-I?t zinku a vétSinou jednotky
mg-I* sodiku, ve vzorcich ¢. 6 a 10 obsah sodiku presahl 10 mg-I* a ve vzorku €. 9 byla
jeho koncentrace az 26,08 mg-It. Hoic¢ik se ve vzorcich vyskytoval v fadu spiSe vyssich
desitek mg-I?, v nékterych vzorcich presahl 100 mg-I"t. Koncentrace manganu a Zeleza se

pohybovaly pfiblizné od 0,3 do jednoho, v pfipadé Zeleza az do vice nez tfi mg-I™.

Hlinik byl nalezen pouze v nékolika vzorcich vina i bur¢aku, za to v koncentracich
jednotek mg-It. Ackoli pochazel vzorek burédku ¢&. 9 z hrozni péstovanych na
hlinitopisCitém typu puUdy, koncentrace hliniku vtomto vzorku byla pod mezi
stanovitelnosti. Zastoupeni vanadu do jisté miry kopiruje hlinik, jeho koncentrace jsou

vSak fadové mensi (2—-13 pg-l?).

PFi porovnani bilého, rGzového a ¢erveného buréaku od stejného vyrobce (vzorky
6, 1 a 2) vidime nejvySSi obsah Zeleza, rubidia a stroncia v ¢erveném bur¢aku, nejvice
sodiku naopak v bilém. Hof¢iku, manganu a médi je nejvice v riGzovém vzorku. Al, V, Cr
a Pb se nevyskytuji ani v jednom z nich nad LOQ. Tyto trendy vSak nejsou pravidlem,
nebot obsah kovu v jednotlivych bur€acich je velmi riznorody a zavisi na fadé faktord.
Také vzorky stejné odrudy od jinych vyrobcl (Svatovavfinecké — vzorky 9 a 2) vykazuji

razné vysledky, ackoli az na vyjimky je obsah kov( vétSinou fadové srovnatelny.
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Ve vzorcich vina nebyly nalezeny tak vysoké koncentrace médi, olova €i chromu
jako ve vinech zjinych C&eskych regionl analyzovanych védci z Karlovy Univerzity
v Praze. [11] Oproti vysledkiim vin z Cech byly niz$i také nejvy$si nalezené koncentrace
manganu nebo vanadu. Naopak koncentrace zinku ve vzorcich PER 22 a 23 byla o néco

vys$8i. Koncentrace vétsiny kovu byly ale fadové srovnatelné.

4.2.2 Trendy v jednotlivych odridach vina dle ro¢niku

Obrazek 8 zobrazuje trendy v koncentracich kovl ve viné dle jednotlivych ro¢nika.
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Obr. 8 — Trendy v koncentracich jednotlivych kovl ve viné dle roénikd, A — odrlda

Hibernal, B — Dornfelder, C — Cabernet Moravia, D — Peron

Koncentrace sodiku ve vS8ech odridach kromé Peronu s ¢asem klesa. U odrady
Hibernal byla jeji hodnota nejvy$si v roce 2016 (122,30 mg-I't), do roku 2020 poklesla na
19,08 mg-It, v roce 2022 byl obsah sodiku jen nepatrné vyssi (23,30 mg-I*). Nejvice se
méni koncentrace Zeleza, a to v kazdé odridé jinak. Zatimco u odrudy Dornfelder
pozorujeme smérem od roku 2019 az k roku 2023 postupny pokles v jeho koncentraci,
v dalSich odridach obsah Zeleza stfidavé klesa a narlsta, pfipadné zlstava podobny ve
dvou po sobé nasledujicich letech. Koncentrace hofciku zUstava pfiblizné konstantni,
narostla vSak v roce 2023 a u odrudy Hibernal v roce 2018. Koncentrace rubidia v odridé
Dornfelder s ¢asem roste. V pfipadé odrlidy Hibernal obsah rubidia od roku 2016
postupné klesa, ale ve vzorku z roku 2022 byl zpozorovan narlst. V ostatnich odradach

se trendy stfidaji, koncentrace Rb v8ak zUstavaji v rozmezi 668—874 ug-1t. Koncentrace
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stroncia v odradé Peron s ¢éasem mirné narlsta, u odrid Dornfelder a Cabernet Moravia
pozorujeme jeji narlst s propadem v roce 2020. V pfipadé Hibernalu propad nastal uz
v roce 2019 a nasledovala opét rostouci tendence. Zmény v koncentraci manganu jsou
u odridy Cabernet Moravia podobné jak u stroncia, ve viné odridy Hibernal zlstava
hladina manganu konstantni, zvysila se pouze ve vzorku z roku 2018 o asi 200 pg-l*.

V odradé Peron doslo k mirnému poklesu vroce 2022, koncentrace se viceméné

neménila. V Dornfelderu obsah manganu spiSe klesa, v roce 2023 ale zase narostl.

4.2.3

Vysledky analyzy frakci

Distribuci nejzastoupenéjSich prvkl v buréaku mezi jeho kapalnou a pevnou slozku

zobrazuje tabulka XVII.

Tab. XVII — Zastoupeni vybranych kovl v pevném (s) a kapalném (l) podilu buréaku

Vzorek:

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

Na

s [%]

*%

0,59

6,41

1,87

1,47

0,64

0,30

0,40

1,24

1,57

| [%]

*%

92,76

91,16

102,96

91,84

97,46

88,77

97,61

96,11

126,05

2[%]

*%

93,35

97,57

104,82

93,31

98,10

89,08

98,01

97,35

127,62

Mg

s [%)]

0,32

0,55

1,66

1,85

1,28

0,63

0,55

0,39

0,56

1,63

| [%]

65,27

97,89

82,61

95,47

85,66

100,05

94,36

87,86

94,10

110,84

2[%]

65,59

98,44

84,27

97,33

86,95

100,67

94,91

88,25

94,66

112,46

Mn

s [%]

1,35

1,20

6,29

4,84

4,95

2,10

2,13

0,75

2,41

3,07

| [%]

98,83

92,39

86,94

89,39

86,10

93,84

85,86

90,83

96,47

129,92

2[%]

100,19

93,59

93,24

94,23

91,06

95,93

87,99

91,58

98,87

132,99

Fe*

s [%]

11,82

23,68

42,82

51,54

21,98

27,19

24,05

8,78

33,75

60,10

| [%]

**

**

38,19

23,77

43,44

69,81

14,24

33,25

51,33

31,31

2[%]

*%

**

81,01

75,30

65,42

97,00

38,28

42,03

85,08

91,41

Cu

s [%]

5,22

6,19

56,48

11,01

30,94

6,84

18,27

6,02

15,94

40,55

| [%]

76,94

61,04

16,63

76,39

47,07

76,74

24,85

38,75

75,08

54,52

2[%]

82,16

67,23

73,10

87,4

78,01

83,58

43,11

44,76

91,02

95,17

Rb

s [%)]

1,75

1,34

30,51

1,78

11,18

1,56

2,98

2,48

9,19

24,39

| [%]

94,40

91,84

62,93

95,00

76,89

92,20

80,20

69,89

91,3

76,87

2[%]

96,15

93,18

93,44

96,78

88,07

93,77

83,19

72,37

100,49

101,26

Sr

s [%]

0,68

0,71

4,42

8,15

3,51

1,46

1,04

0,51

1,75

2,68

| [%]

102,06

95,43

91,61

81,62

89,29

94,02

88,74

91,37

96,26

121,54

2[%]

102,73

96,13

96,04

89,77

92,80

95,48

89,78

91,88

98,01

124,22

*vysledky ICP-MS.

**nevyhodnocovano (hodnoty <LOQ).

Z dalSich prvkli mGzeme uvést napfiklad chrom, ktery se vyskytoval z 80 %

v kapalném podilu (80,07 % ku 10,18 % obsazenych v pevném podilu ve vzorku ¢&. 3;
80,24 % ku 15,68 % ve vzorku &. 4) nebo vanad (vzorek €. 10: 25,08 % v pevné frakci,
77,17 % v kapalné; vzorek €. 4: 15,68 % v pevné a 80,24 % v kapalné). Olovo bylo ve

vzorku €. 6 z 82,66 % v kapalné Casti a ze 7,24 % v pevné Casti. Okolo 85 % byl jeho
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obsah také v dalSich vzorcich kapalného podilu (85,22 % ve vzorku €. 7, 85,78 % ve
vzorku 8, odpovidajici pevné podily obsahovaly okolo jednoho procenta Pb). Az okolo

90 % zinku se vyskytovalo v kapalném podilu vzork( 3, 7 a 8.

VétSina prvkl se tedy vyskytovala pfevazné v kapalné ¢asti vzorkd, pouze u médi
a zeleza byl v nékterych pfipadech trend opacny. V pfipadé Zeleza se poméry stfidaly, asi
u poloviny vzorkl bylo vice Zeleza v pevném, u poloviny v kapalném podilu. Napfiklad ve
vzorku tfi jsou ale obsahy v obou frakcich velmi podobné. Obsah médi v pevném podilu
byl pouze u tohoto vzorku vétsSi nez v kapalném. Ve tfetim vzorku byl také vysSi obsah
rubidia v pevném podilu nez v jinych vzorcich. Tvofil asi tfetinu celkového obsahu,
u vzorku €. 10 to byla ¢tvrtina. Ve vzorcich 5 a 9 se obsah rubidia v pevné ¢asti pohyboval
okolo 10 %. U vzorkua 5, 7 a 10 se obsahy Cu vyrovnavaly, ackoli vice médi bylo stale
v kapalném podilu. Hlinik se naopak vyskytoval spiSe v pevnych &astech vzorku (napf. ve
vzorku €. 4 66,40 % ku 20,64 % v Easti kapalné).

Rozdily v rozdéleni stejného kovu mezi pevnou a kapalnou ¢ast u raznych vzorku
mohou byt vysvétleny napfiklad tim, Ze jednotlivé vzorky buraku mohly byt v rGzném
stadiu kvaSeni. Procesy distribuce kovl mezi pevnou a kapalnou slozku jsou tim, jak
dlouho kvaSeni vzorku probiha, dozajista ovlivnény. Pfikladem muze byt vychytavani

médi kvasinkami.

Vybrané vzorky byly zpracovany také pomoci centrifugacnich filtrd Amicon Ultra
s NMWCO 3000 Da a 10000 Da. Kromé bur¢aku a jeho kapalnych podilt byl tento postup
vyzkous$en i pro jeden ze vzorkl vina. Zastoupeni kov( v jednotlivych frakcich uvadi
tabulka XVII. Pfes 3kDa filtry byly filtrovany vzorky vina PER23, burCaku &. 10
a kapalného podilu buréaku €. 6, pfes 10kDa filtry vzorky buréaku &. 3 a kapalného podilu

burdaku €. 9. Frakce fi1 odpovida nepfefiltrovanému podilu, frakce f; filtratu.
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Tab. XVII — Zastoupeni vybranych kovu ve frakcich > a < 3 ¢i 10 kDa

Vzorek: 3 10 |0~ kapainy|9—kapalny| ,-p)q
podil podil

f1"[%] | 40,95 | 50,01 38,65 20,72 14,07
Na|f2"[%] | 63,99 | 71,33 53,58 70,40 81,31
S[%] | 104,93 (121,34 92,23 91,12 95,38
fi"[%] | 27,67 | 53,21 38,52 18,14 11,67
Mg|f." [%] | 59,48 | 73,30 54,81 68,06 64,39
> [%] 87,15 [126,51| 93,33 86,20 76,07

f1" [%] | 29,77 | 56,42 34,31 21,72 11,36
Mn|f."[%] | 58,40 | 77,83 49,89 70,11 82,39
S [%] 88,18 [134,25| 84,20 91,83 93,76

Fo f1"[%] | 63,21 | 31,74 27,70 37,62 12,25
« |f2'[%] | 38,68 | 19,74 32,76 70,08 86,35
S[%] | 101,89 | 51,48 60,46 107,69 | 98,61
f1"[%] | 40,06 | 41,71 36,76 25,12 13,53
Cul|f"[%] | 32,01 | 40,66 53,96 67,52 70,25
S [%] 72,08 | 82,37 90,72 92,64 83,77
f1"[%] | 26,47 | 37,85 30,86 18,66 11,23
Rb[f" [%] | 61,57 | 55,63 49,10 71,21 80,91
> [%] 88,03 | 93,48 79,95 89,87 92,14

fi [%] | 39,46 | 56,21 35,54 33,00 12,12
Sr|f2"[%] | 56,88 | 68,96 47,19 60,67 80,96
> [%] 96,34 [125,17| 82,73 93,67 93,08

*f1 — nepfefiltrovany podil (frakce > NMWCO filtru), f2 — filtrat (frakce < NMWCO filtru),
hodnota NMWCO byla 10 kDa pro vzorky 3 a 9, 3kDa pro vzorky 6, 10 a PER23.
**vysledky ICP-MS.

Smyslem filirace bylo rozdélit vzorky na frakce zohledrujici mozny vyskyt kovl ve
formé volnych iontd, ale také jako vazané na organické ligandy riizné velikosti. VétSi Cast
kovu byla povétSinou nalezena ve filtratu, tedy ve formé, pro kterou je dany filtr s NMWCO
3 nebo 10 kDa propustny. Pouze u médi a Zeleza ve vzorcich celého bur¢aku to bylo

naopak.

Pfes 50 % vanadu ze vzorku ¢&. 10 bylo nalezeno ve filtratu, 40 % v nepfefiltrované
frakci. U v8ech kovlU uvedenych v tabulce XVII bylo asi 70 % jejich celkového obsahu ve
vzorku kapalného podilu bur¢aku €. 9 obsazeno ve frakci <10 kDa, u stroncia to bylo
60 %. Sedesati procentiim odpovidal také obsah vétsiny kova v prefiltrované frakci vzorku
€. 3, s vyjimkou Zeleza, kterého bylo okolo 60 % obsazeno naopak ve frakci > 10 kDa.
Obsah médi v této nepfefiltrované frakci byl okolo 40 %, stejné jako v pfipadé vzorku
druhého celého buraku, ktery byl viak filtrovan pfes filtr s NMWCO 3 kDa. Koncentrace
v obou frakcich byly u tohoto vzorku srovnatelné. Ve vzorku kapalného podilu buréaku
€. 6 bylo v prefiltrované frakci asi o 10-20 % vice jednotlivych kovl nez v nepfefiltrované

Casti. Pouze u Zeleza si byly obsahy blizké.
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72,47 % olova obsazeného ve vzorku buréaku €. 3 bylo ve frakci > 10 kDa. Mohlo by
se jednat mimo jiné o olovo navazané na dimer pektickeho polysacharidu
rhamnogalakturonanu Il (dRG-II), ktery byl identifikovan tymem francouzskych védcu jako
ligand primarné zodpovédny za komplexaci olova ve viné. [49] Ze vzorku vina vSak bylo
84,63 % olova ve filtratu a pouze 12,16 % ve frakci molekul vétSich nez 3 kDa. Roli v tom
mohl hrat pouzity filtr, protoze ve viné byly zachyceny vSechny uvedené kovy pouze z cca
11-15 %. | zinek byl z 90,50 % obsazen ve filtratu vina.

Podle vysledkl |. Karadjové byla asi polovina médi ve viné pfitomna ve formé
labilnich specii. [52] V naSem pfipadé se do filtratu dostalo 30—70 % celkového obsahu

médi v zavislosti na typu vzorku a pouzitém filtru.
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5 Zaveér

Metodami AAS a ICP-MS byl stanovovan obsah vybranych prvkd v Sestnacti
vzorcich vina a deseti vzorcich buréaku. Pro pfipravu vzork( byl pouzit mokry rozklad
v uzavieném systému s vyuzitim mikrovinného zafeni, ktery se na zakladé informaci

uvedenych v literatufe pro tento typ vzork( jevi jako nejvhodnéjSi. U obou metod byla

provedena validace.

Atomovou absorpéni spektrometrii byl stanoven obsah Na, Mg, Fe a Zn.
Ukazalo se, Zze AAS poskytuje pro Zelezo o néco vysSi vysledky nez ICP-MS. Diky
schopnosti ICP-MS dosahovat obecné nizSich mezi detekce nez AAS, byly koncentrace
zinku a Zeleza pomoci ICP-MS stanoveny ve vice vzorcich, nez umoznila atomova
absorp¢éni spektrometrie. Ani meze detekce dosazené ICP-MS vSak nebyly tak nizké, jak
se oCekavalo. Pfesto, Ze draslik a vapnik jsou hojné zminhovany v literatufe a jejich
vyznam ve viné, jak z hlediska kvality vstupni suroviny, procesu fermentace, tak
i vysledného produktu, je nezpochybnitelny, v této praci se bohuzel jejich stanoveni
nepodafilo zvalidovat, a proto vysledky nejsou prezentovany. Do budoucna by bylo

vhodné se na tyto dva prvky zaméfit.

Obsah potencialné toxickych kovld nebyl ve viné ani v buréaku nijak vysoky
auolova neprekrocil legislativni limit 0,1-0,2 mg-l? (dle roku slizné) definovany
Evropskou unii. NejzastoupenéjSimi kovy byly Na, Mg, Mn, Fe, Cu, Rb a Sr, vfadu
jednotek mg-I'* byl v nékterych vzorcich pfitomen také hlinik a zinek. Naopak nikl, arsen,
molybden a kadmium se v zadném ze vzork( nevyskytovaly v koncentracich vysSich, nez
byla hodnota meze stanovitelnosti. Buréak obsahoval vice médi nez vino, coz je v souladu

s dFivéjSim pozorovanim chovani médi béhem vyrobniho procesu vina jinymi autory.

Srovnani jednotlivych ro¢nikd vin v ramci ¢tyfech analyzovanych odrdd umoznilo
sledovat, jak se obsah kovl v ase méni. Tyto trendy jsou v kazdé odridé jiné, pro
nékteré prvky vS8ak mohou byt ve vybranych odrudach spole¢né. Napfiklad koncentrace
sodiku méla ve tfech ze Ctyfech analyzovanych odrid klesajici tendenci. Nejvyssi
koncentrace rubidia byly nalezeny v odrildé Dornfelder, kde jeho koncentrace smérem
od starSich ro¢nikG k mladSim rostla. U vzorkd z roku 2023 narostl ve vSech odridach
obsah hof¢iku. Vliv na koncentraci kovu ve viné mize mit fada faktorll od podminek

péstovani vinné révy pfes vyrobni procesy az po skladovani.

Vzorky burCaku byly také podrobeny rozdéleni na frakce nékolika zpUsoby.
Srovnani pevného a kapalného podilu u vS8ech analyzovanych buréak( ukazalo, ze
vétSina prvkl se vyskytuje pfevazné v kapalné casti burCaku, napfiklad hlinik ale
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pfevazuje v pevném podilu. Vysledky Zeleza a médi byly nejednoznacné, lisily se
u jednotlivych vzorkl. Z analyzy frakci ziskanych pomoci centrifugacnich filird s NMWCO
3 a 10 kDa vsak bylo zjisténo, Zze ve vzorcich celého bur¢aku méd a Zelezo prevazuji

spise v nepfrefiltrované frakci.

Z uvedené analyzy frakci nelze délat jednoznacné zavéry, zda se vsak, ze méd
a Zzelezo vykazuji jiné chovani nez dalsi prvky a mohou se vyskytovat ve vétSi mife
v pevnych Castech burCaku nebo navazané na vétsi organické molekuly. Jejich chovani je

vSak odliSné v rliznych vzorcich a zaslouzilo by si dal§i prostudovani.
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