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Abstrakt

Tato bakaldi'skéd prace je vénovana stanoveni médi a zinku ve vzorcich medu. Prvkové
analyze byly podrobeny vzorky Sestnacti medu kvétového, medovicového a smisené¢ho
pivodu. Medy pochazely z riznych oblastni Ceska a Slovenska. Vzorky byly
pfipraveny rozmichanim pfiblizné 5-6 g medu ve stabiliza¢nim roztoku obsahujicim
kyselinou dusi¢nou. Pro stanoveni prvki byla zvolena metoda atomova absorpéni
spektrometrie s plamenovou atomizaci. Byla provedena optimalizace parametri
metody, a také byly vytvofeny kalibrace pro stanoveni obou prvka. Nasledné byly
proméiené vSechny piipravené vzorky medu. Bylo zjisténo, ze koncentrace prvki
v analyzovanych medech je pod detekénimi limity metody. Proto bylo nutné ptistoupit
k vyuziti citlivéjsi metody, kterou je hmotnostni spektrometrie s indukéné véazanym
plazmatem. Detek¢ni limity této metody jiz stanoveni médi a zinku umoznovaly.
Zjisténa koncentrace zvolenych prvkll se pohybovala u médi od 0,050 £ 0,0009 do
0,832 + 0,0057 pg/g medu a u zinku od 0,210 + 0,0029 do 3,658 + 0,0662 ng/g medu.
Primérnd koncentrace medi byla 0,287 ug/g medu a zinku byla 0,907 pg/g medu.
Z dosaZenych vysledkl bylo patrné, ze vyssi zastoupeni obou prvkii vykazuji obvykle

medy medovicového piivodu, coz bylo predpokladano na zaklade dostupné literatury.
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Abstract

This bachelor thesis is focused on the determination of copper and zinc in various honey
samples. Sixteen honey samples were gathered to undergo elemental analysis. Those
honey samples were of floral, honeydew and mixed origin and were collected from
different areas of Czechia and Slovakia country. The samples were prepared by
dissolving approximately 5-6 g of honey in a stabilizing solution with nitric acid. For
determination of previously mentioned elements an Atomic absorption spectrometry
with flame atomization was used. After optimalization of the method and measurement
of calibrations, attempt to determinate copper and zinc in all honey samples was made.
Unfortunately, it was found that concentrations of both elements were under detection
limits of this method. So, more sensitive method for determination was used. It was a
Mass spectrometry with inductively coupled plasma. Detection limits of this method
were lower and it was possible to determinate concentration of copper and zinc in all
honey samples. The concentration of copper was established to be from 0,050 + 0,0009
to 0,832 + 0,0057 pg/g of honey and of zinc from 0,210 + 0,0029 to
3,658 £ 0,0662 png/g of honey. The average copper concentration was 0,287 pug/g of
honey and of zinc 0,907 pug/g of honey. The results show that the higher concentration
of both elements was found in the honeydew honey samples. It was confirmed by

results in other public studies.
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Seznam zkratek a symbol(

A absorbance
AAS atomova absorpéni spektrometrie
amu atomova hmotnostni jednotka

ANOVA analyza rozptylu

CCu koncentrace médi, pg dm>

CCu/Zn stanovend koncentrace médi nebo zinku vztazena na navazku medu, pg/g
cl konfiden¢ni interval

Cn naméfena koncentrace, pg dm™>

CZn koncentrace zinku, pg dm>

C&RT analyzy pomoci klasifikacnich a regresnich stromt

EDL bezelektrodové vybojky

ET-AAS atomova absorp¢ni spektrometrie s elektrotermickou atomizaci
€ molarni absorpéni koeficient, dm> mol ™! cm™

F-AAS atomova absorp¢ni spektrometrie s plamenovou atomizaci

h vertikdlni poloha hotédku, mm

HCL vybojka s dutou katodou

1 zéteni, které absorpcnim prostiedim proslo

Io zéieni, které do absorp¢niho prostiedi vstoupilo

ICP-MS hmotnostni spektrometrie s induk¢éné vazanym plazmatem
ICP-OES emisni spektrometrie s induk¢né vazanym plazmatem

INAA instrumentalni neutronovéa aktivacni analyza

[ horizontalni poloha hotaku, mm

délka kyvety, cm

LDA linearni diskriminacéni analyza

LDR linearni dynamicky rozsah

LIBS spektrometrie laserem buzeného plazmatu
LOD mez detekce

LOQ mez stanovitelnosti

A vlnova délka, nm

m hmotnost navazky vzorku medu, g

MS hmotnostni spektrometrie



m/z pomér hmotnosti (m) a naboje (z)

n pocet opakovani meteni

p pratok acetylenu, I/min
PCA analyza hlavnich komponent
R korela¢ni koeficient

RF zdroj radiofrekven¢ni zdroj

RSD relativni smérodatna odchylka
SD smérodatna odchylka

T transmitance

u uhel natoceni hofaku, °

X aritmeticky pramér

X median

Xi hodnota i-t¢ho méfeni

z znacka koeficientu konfidenéni rovné



1  Uvod

Med je vyznamnym piirodni produktem nejen z hlediska vyzivy, ale i diky jeho
zdravi prospésnym vlastnostem. Pofizovaci cena kvalitniho medu neni nizk4, a proto je
med prodejci Casto falSovan. Z toho divodu je vyvijena snaha o nalezeni
metod, kterymi Ize jednoduse urcit ptivod a kvalitu medd. Jednou z variant, jak mizeme
botanicky nebo geologicky plivod medu uréit, je stanovenim obsahu nékterych
minerdlnich latek, které med v malych koncentracich obsahuje. V této praci byla

pozornost zaméfena na stanoveni dvou zvolenych prvki, médi a zinku.

1.1 Cile prace

Cilem této bakalarské prace bylo stanoveni koncentrace vybranych prvkl ve
vzorcich medu. Zvolenymi prvky byly méd a zinek. Cilem bylo také porovnat
zastoupeni médi a zinku v kvétovych a medovicovych medech a ptispét tim k obecnému
srovnani mineralniho slozeni téchto druht medu. Stanoveni bylo provedeno pomoci
metod plamenové atomoveé absorpéni spektrometrie a pomoci hmotnostni spektrometrie
s indukéné vazanym plazmatem. Daéle bylo cilem optimalizovat podminky stanoveni
jednotlivych prvkil pro obé metody tak, aby bylo dosazeno co nejcitlivéjsiho stanoveni

s co nejmensim Sumem.



2 Teoreticka cast

21 Med

Med je pfirodni sladidlo, které je produkovano vcelou medonosnou
(Apis mellifera L.). V¢elu medonosnou fadime mezi zastupce blanokiidlého hmyzu [1].
Je to socialni hmyz, ktery ma v Ceské republice status hospodaiského zvitete [2]. Veely
jsou dulezitymi opylovaci, maji zna¢ny vliv na zeméd¢€lskou produkei a s ni spojenou
ekonomiku [1]. Mezi vceli produkty se krom¢ medu fadi také mateti kaSicka, propolis,
vosk nebo vceli jed. VSechny tyto produkty jsou hojné vyuzivany
napf.: v potravinarstvi, kosmetice nebo farmacii.

Obecné se rozliSuji dva typy medu, kvétovy a medovicovy. Kvétovy med vznika
zpracovanim nektaru ziskaného z kvéti rostlin. Medovicovy med vznika zpracovanim
medovice, coz je miza rostlin, kterd je Castecné¢ zpracovana, a poté po kapkach
vylu¢ovana hmyzem, jako jsou napft.: mSice (Aphis L.), mery (Psylloidea) nebo Cervci
(Coccoidea), na povrch riznych stromt [3]. Nektar (nebo medovice) je cukerny vodny
roztok, ktery obsahuje bilkoviny, aminokyseliny, fadu mineralnich latek, vitamina a
kyselin. Také v ném lze nalézt malé mnozstvi aromatickych latek a barviv [4]. Jeho
piesné slozeni zalezi na tom, z jakého zdroje nektar nebo medovice pochéazi. Analyzou
slozek medu lze urcit zdroj medu, jeho kvalitu, a dokonce urcit z jaké lokality med
pochéazi. Toho lze vSak dosdhnout jen tehdy, pokud méme k dispozici dostatecné

mnozstvi vzorkil a z nich ziskanych dat, pro porovnani vysledki analyzy [5], [6], [7],

8].

Tvorba medu

Nektar ¢i medovici vely nasdvaji a ukladaji do mednych vackt. V nich nektar a
medovici dopravi do Ulu, kde je dale zpracovavaji. Aby vznikl med, musi dojit v lu
k chemickym a fyzikdlnim zméndm této suroviny. Vcela nektar (nebo medovici)
opakované nasdva a vypousti, pficemz do né&j vpravuje vymésky svych slinnych a

hltanovych zlaz [3]. Tyto Zzlazy obsahuji riizné enzymy, jako je diastdza nebo

vvvvv
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rizné¢ monosacharidy a disacharidy [4]. Pfi pfeméné nektaru a medovice na med
dochazi k sniZzeni obsahu vody ve vznikajicim medu, a diky tomu, k jeho zahusténi.
Ideédlni mnozstvi vody v medu je okolo 15 az 20 % [3]. K vypafeni vody pomaha
zvySena teplota a dimyslnd ventilace v ulu. Med vcely dale skladuji v buiikach
plastt, kde ho uzaviou voskovym vickem. V buiikdch med zraje, a diky vicku, mu je
zamezeno reabsorpci vody, je totiz hygroskopicky. K uréeni zralosti medu pouzivaji

vcelati refraktometr, pokud je zraly, mohou ho zacit stacet [3].

SloZeni medu

Med mizeme povazovat za nasyceny roztok cukru, primérny obsah glukoézy je
okolo 69 g na 100 g vody a 380 g fruktézy na 100 g vody v medu [4]. V medu se
vyskytuji 1 dalS§i sacharidy, ale jejich mnozstvi je, oproti glukéze a hlavné
fruktdéze, mnohem mensi. Cukerné slozeni medu se mize v hotovém medu s ¢asem
ménit. Postupné se v ném zmenSuje podil fruktozy a glukozy, coZ je zpiisobeno kyselym
prostiedim, které katalyzuje jejich pfeménu na redukujici sacharidy [4].

Med povazujeme za kysely produkt. Jeho primérné pH je kolem 3,9 [4].
Medovicové medy maji pH obvykle vyssi. Nejvice zastoupenou kyselinou v medu je
kyselina glukonova, med dale obsahuje napft.: kyselinu octovou, citronovou, maselnou,
mravenci, mlécnou, maleinovou, jablecnou, jantarovou nebo Stavelovou. Glukonova
kyselina ma schopnost tvofit cheldty a v potravinafstvi se pouziva jako regulator
kyselosti [4].

V medu se také, ve stopovém mnozstvi, vyskytuje fada mineralnich latek. Vétsi
obsah minerdlnich latek obvykle vykazuji medy medovicového piivodu [6], [9].
Zastoupeni prvkll v medu ptivodem z nektaru byva 0,1-0,2 % a plivodem z medovice
okolo 1% [9]. Krom¢ médi a zinku, které jsou stanovovany v této praci, mizeme
v medu najit: draslik, fosfor, hlinik, hot¢ik, mangan, kadmium, nikl, vapnik, nebo také
zelezo a mnoho dalsich prvku [4], [10], [11].

Proteinii a aminokyselin, mimo enzymy, se ve zralém medu nachédzi jen
malo [12]. Nejvice zastoupenou aminokyselinou v medu je prolin. V malém mnozstvi
se v ném vyskytuji 1 dal§i aminokyseliny: alanin, arginin, glutamin, asparagin, histidin,

isoleucin, leucin, lysin, fenylalanin, serin, threonin, tyrosin a valin. Pokud zjistime
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zastoupeni jednotlivych aminokyselin v medu, mlzeme tuto informaci vyuzit
k identifikaci pivodu medu [13], [ 14]. Proteiny a aminokyseliny v medu mohou byt, jak
rostlinného, tak zivoc¢isného ptivodu. Za jejich nejvétsi zdroj se vSak povazuje pyl [15].
Kvétové medy obsahuji vice pylu, a tedy aminokyselin, zatimco medovicové obsahuji
vice mineralnich latek. Tuky se v medu vyskytuji ve velmi malém mnozstvi [6].

Med dale obsahuje také stopové mnozstvi vitamind jako je riboflavin
(vit. B2), kyselina pantothenova, niacin (vit. B3), thiamin (vit B1), pyridoxin (vit. Be)
nebo kyselina askorbova (vit. C). Z vySe uvedenych vitaminl je kyselina askorbova

v medu zastoupena nejvice [4].

Med a lidské zdravi

zdroj a dobfe dostupné sladidlo, pozdéji si lidé zacali vSimat i1 jeho dalSich, zdravi
prospésnych, vlastnosti [16]. Jiz od praddvna se med vyuzivdA na oSetfovani
ran, popalenin nebo infekci. V dneSni dobé se ve zdravotnici setkdvame pifevazné se
sofistikovang¢j$imi 1é¢ivy a med a vyrobky z néj jsou spise jako podptirnd domaci 1écba.
To se ale postupné méni a na trhu se jiz vyskytuji piipravky z medu, které jsou urceny
piimo pro lékafskou praxi. Naptiklad rizné gazy a gely, které jsou napusténé medem, a
jsou urcené pro hojeni ran a popalenin.

Snizuje rist nékterym Gram(+) a Gram(—) bakterii, a dle nékterych studii, pomaha pii
1é¢bé gastritidy a zaludeCnich viedl. Antibakteridlni Gi¢inky se ptipisuji hlavné peroxidu
vodiku obsazeném v medu [17], [18].

Mezi antioxidanty, které se obvykle v medu vyskytuji se fadi; glukosa-oxidaza,
kataldza, kyselina askorbova, rizné flavonoidy, derivaty karotenoidii nebo fenolové
kyseliny [19]. Med se dale pouziva na podporu 1é€by pii poranéni v Gstni dutiné nebo
nemoci dychacich cest. Jsou zkoumané pozitivni uc€inky medu proti nadorovému
bujeni [20].

Pti konzumaci medu se hladina cukru v krvi udrzuje po del§i dobu stabilni a
dochazi k jeho postupnému odbouravéni. To z medu déld vhodnéjsi a Setrnéjsi

sladidlo, nez je napt. bézné pouzivand sachardza [21]. Kromé& vyuziti jako dopliku
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stravy a sladidlo, se med vyuziva hojné i na vyrobu kosmetickych produkt. Vyrabi se

z n¢j ruzné krémy, pletové vody, Sampony, mydla a mnoho dalsich.

2.2 Charakteristika médi

Med (lat. Cuprum) je uslechtily kov nachazejici se ve 4. period¢ a 11. skupiné
periodické tabulky. Znacku ma Cu a fadi se mezi prechodné prvky. Protonové ¢islo
médi je 29 a relativni molekulovou hmotnost ma 63,54. Vyskytuje se v oxida¢nim stavu
0, I, I (IllalV, jen vzacng). Stabilni ma dva izotopy: “Cu (69,2 %) a
%5Cu (30,8 %) [22]. M&d’ je mekky, kujny, vysoce tepelné a elektricky vodivy kov [23].
Je jen malo reaktivni. V bezkyslikatém prostiedi se nerozpousti v neoxidujicich
kyselinach. Reaguje s horkou kyselinou sirovou, a také s kyselinou dusi¢nou o riznych
koncentracich. S mnoha zifedénymi kyselinami reaguje za pfistupu vzduchu. Typicky
zeleny povlak, které mizeme vidét na riznych méstskych stfechach je hydroxid-siran
médnaty nebo hydroxid-uhli¢itan médnaty (oznaCované jako meédénka) [23]. Coz
zvySuje jeji odolnost vic¢i korozi. Méd je také rozpustnd ve vodném roztoku
amoniaku [23].

V pfirodé¢ se vyskytuje jen ziidka. V malém mnozstvi mizeme méd najit
ryzi, v zemské kure, ale nejvice se vyskytuje ve slou¢eninach. Ryzi méd’ je zabarvena
do Gervena, ve slouceninach jako Cu?’" ma &asto modrou nebo zelenou barvu [24].
Prevazné se vyskytuje jako soucast sulfidii (chalkopyrit: CuFeS,, chalkosin: Cu.S) a
mineralt (kuprit: CuxO, malachit: CuCOs -Cu(OH)> nebo azurit: Cuz(CO3)2(OH)) [24].

M¢éd’ je také soucasti riznych slitin, znamymi priklady jsou mosaz (méd’ a zinek)
nebo bronz (méd’a cin) [23]. Vyznamna sloucenina médi je modra skalice
(CuS04-5 H20O). Pouziva se na vyrobu barev, impregnaci dieva, jako postiik na hubeni
Sktdct, pro piipravu galvanickych lazni a mnoho dalSich. Ionty médi jsou toxické pro
mnoh¢ bakterie a viry, pouZzivaji se v algicidnich ptipravcich, proti sinicim a fasam [24].

Je biogennim prvkem. Doporucend denni davka pro clovéka je 1-2 mg [24].
V lidském organismu se vyskytuje jako soucast metaloenzyml. Jako je
cytochromoxidédza, kde se méd’ vyskytuje spole¢né s zelezem. V krvi je m&d’ soucasti
proteinu ceruloplasminu [25]. Také pomdhd proteinim stabilizovat jejich vyssi
struktury. Nedostatek médi miize zptisobovat zpomaleny dusevni vyvoj jedince, také
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zasahnout negativné do metabolismu cukrti, zpiisobovat poruchy tvorby a snizit kvalitu
kosti a zapfiCinit vypadavani vlasi nebo anemii. Naopak nadmérny piijem muze
vyvolat poskozeni jater a ledvin nebo, stejné jako jeji nedostatek, anemii. Akutni otrava
meédi zpasobuje zvraceni, prijmy a zalude¢ni kiece a v krajnich ptipadech i smrt [24].
Me¢d je biogennim prvkem i mnoha zvitat a rostlin. V hemolymf¢ mékkysa je dulezity
jako soucast krevniho proteinu hemocyaninu schopného vazat kyslik. Obsahuje dva

atomy médi. Jejich funkce je analogicka s funkci zeleza v hemoglobinu [23[23].

2.3 Charakteristika zinku

Zinek (lat. Zincum) je neuSlechtily kov nachdzejici se ve 4. periodé a
12. skupiné periodické tabulky. Znacku ma Zn a tfadi se mezi pfechodné prvky.
Protonové Cislo zinku je 30 a relativni molekulovou hmotnost ma 65,38. Vyskytuje se
v oxida¢nim stavu 0, I, I [23]. Stabilnich m4 5 izotopd. Nejhojnéji zastoupeny je *Zn
(48,6 %), poté ®Zn (27,9 %), %Zn (18,8 %) a v malém mnozstvi “’Zn (4,1 %) s "°Zn
(0,6 %) [26]. Je stfedn€ mekky, kiehky, tazny a za zvySené teploty kujny kov modrobilé
barvy. Pomérn¢ dobie vede elektricky proud a teplo. Je mnohem reaktivnéjsi nez méd.
Pro sviij vysoky reduk¢ni potencial je hojné vyuzivan jako redukcni Cinidlo. Rozpousti
se ve ziedénych kyselinach, a také v zasadach. Z mineralnich kyselin uvoliiuje plynny
vodik. Na vzduchu je staly, pokryva se vrstvou oxidu (oxidace na ZnO). Pouziva se jako
ochrana proti korozi (pozinkovani) [27].

V pfirodé se vyskytuje prevazné ve sloudeninach, typicky jako Zn?**. Jako
ryzi, jen ziidka. Zinek je 24. nejCastéji se vyskytujicim prvkem v zemské kufe.
Nejbézné€jsi jsou sirné slouceniny zinku, jako je sfalerit (ZnS) a jeho polymorfni
modifikace wurtzit. Dal$i slou¢eninou zinku je napi. smithsonit/kalamin (ZnCOs3) [23].

Zinek také tvofi slitiny, nejznamé;jsi je jiz zminéna mosaz (méd’ a zinek). Dalsi
slitinou zinku je napt. alpaka (Ni, Cu a Zn). Zinkova bé¢loba (ZnO) je bild krystalicka
latka hojné€ pouzivana jako pigment. Jedna z vyznamnych sloucenin zinku je bila skalice
(ZnSO4 -7TH20). Pouziva se v galvanotechnice, a také pro ptipravu dal$ich sloucenin
zinku [23].

Zinek je, stejné jako méd’, biogennim prvkem. Jeho doporucena denni davka pro

cloveéka je okolo 15 mg [26]. V lidském téle se vyskytuje jako soucast okolo 300
14



proteinti a fadi se mezi stopové prvky [25]. Nedostatek zinku se projevuje Spatnym
stavem pokozky, zhorSenim hojicich procest, popraskanim koutkii Gst, nachylnosti
k infekcim, poruchami rastu, zhorSenim vnimani pachi a chuti, Serosleposti a celkovou
slabosti a unavou [26], [28]. Prodavaji se rizné Sampony obsahujici zinek a krémy na
zlepseni stavu vlasti a pokozky. Zinek se také hojné uziva jako doplnék stravy
v tabletach. Naopak nadbytek zinku se projevuje bolesti hlavy, horeckou, zvracenim,
priajmem nebo bolesti svalii. Chronicky nadbytek zinku mtize zpisobit anemii [26]. Pti
vstiebavani zinku dochéazi ve stievech ke kompetici médi a zinku, to mize vést
k deficitu médi nebo poskozeni slinivky bfisni. Dale mize zinek zplsobovat
tzv. horeCku slévaci kovi, kdy se slévaci nadychaji zinkovych par. Projevuje se
drazdivym kaslem, pachuti kovu v ustech, bolesti svalstva a podrazdénim dychacich
cest. Miize dojit az k plicnimu edému [27].

V ptirodé€ se zinek vyskytuje hlavné jako soucast slou€enin. Ve vodé sedimentuje
na dn€. Rozpustény ve vodé¢ je jen v malém mnoZstvi, vétSi rozpustnost vykazuje ve

vodach o kyselejsim pH [27].

2.4 Atomova absorpcni spektrometrie

Atomova absorp¢ni spektrometrie (AAS) je opticka analytickd metoda, pomoci
které 1ze identifikovat prvky a kvantifikovat obsah prvki v analyzovaném vzorku. Pro
volné atomy prvka plati, ze v plynném stavu absorbuji zaieni t€ch vlnovych délek, které
samy vyzafuji pii emisi [29], [30]. Meéfen je ubytek elektromagnetického
zéfeni, zptisobeny jeho absorpci atomizovanymi prvky. Pii absorpci zareni dojde
k ptfechodu valenc¢nich elektronti prvkli na vyssi energetické hladiny. Tedy k excitaci
prvku. Tato energie muze byt nasledn¢ vyzafena v podob¢ fotond, coz se nazyva
atomova fluorescence [29]. AAS je vhodna pro anorganickou prvkovou
analyzu, ptfevazné¢ kovovych prvka a lze sni stanovit okolo 70 prvka periodické
tabulky [30]. Atomova absorpéni spektrometrie vznikla v 50. letech 20. stoleti [29],
[30]. Od té doby byla tato metoda postupné vylepSovana a stala se jednou

z nejpouzivangjSich spektrometrickych metod v analytické chemii.
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Meéteni AAS probihd pomoci pfistroje atomového absorpéniho spektrometru.
Ten se sklada ze 4 hlavnich ¢asti; zdroje primarniho zafeni, atomizatoru, disperzniho

prvku a detektoru [29]. Schéma pfistroje je uvedeno na obr. 2.1.

Zdroj . Disperzni
P — > | Atomizace | ——
zareni prvek

/

Vzorek

— | Detektor | —— Zpracovani dat

Obr. 2.1: Schéma atomového absorpcéniho spektrometru. Pfevzato a upraveno [29].

Atomova absorpcni spektrometrie s plamenovou atomizaci
Jednéd se o atomovou absorpcni spektrometrii, kterd vyuzivd plamenovy hotak
jako zplisob atomizace analyzovanych prvka. Zkratkou ji oznacujeme jako F-AAS.

Metoda se uziva pro stanoveni koncentraci prvki v fadu mg dm ™ az ug dm™ [30], [31].

Princip metody a instrumentace
Absorbance, kterou pomoci atomového spektrometru méfime, je pfimo umeérna
koncentraci prvku ve vzorku, coz Ize vyjadtit Lambertovym-Beerovym zdkonem:

A/l =& - C /
1
A= —logT = —log—
Iy

kde A4 je absorbance, A je vinova délka (nm), € je molarni absorpcéni koeficient
(dm?>mol ' cm™), ¢ je koncentrace (mol dm ) a / je $itka kyvety (cm).

Absorbance je téz zaporny dekadicky logaritmus transmitance (7). Transmitanci
1ze vyjadfit jako podil zafeni, které projde absorpénim prostredim (/) ku zateni, které do
absorpcniho prostfedi vstoupilo (/o). Naméfené hodnoty absorbanci se porovnavaji
s kalibra¢ni pfimkou sestavenou ze standardnich roztokl prvku, ktery analyzujeme ve
vzorku [31].

Metoda vyuziva toho, Ze atomy pohlcuji zafeni, které sami vyzaii. Jako zdroje

primarniho elektromagnetického zéfeni se v AAS vyuziva nejcastéji vybojek s dutou

vvvvvv
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vybojky, ty jsou vSak méné¢ citlivé a maji kratsi zivotnost. Vybojky jsou plnéné inertnim
plynem a skladaji se z anody, kterd produkuje elektrony a ty interaguji s dutou katodou.
Tato katoda je vyrobena ze stanovovaného prvku. Vybojka produkuje fotony, které maji
odpovidajici vlnovou délku pro prvek stanovovany v roztoku vzorku a toto
elektromagnetické zafeni je proto ve vzorku absorbovano (po jeho atomizaci).
Fotonasobi¢ spektrometru detekuje toto zeslabeni zateni, které prevede na odpovidajici
absorbanci. Na vybojku se vklada potencialovy spad (200-600 V) a jeji zhavici proud se
pohybuje mezi 3-25 mA [29]. Schéma HCL je na obrazku nize (Obr. 2.2).

katoda anoda

\\ \\ Kfemenné okno
== 1.

Kkontakty sklenéna basika

patice

Obr. 2.2: Schéma vybojky s dutou katodou. Pfevzato [29].

Vybojka s dutou katodou neni jedinym zdrojem zafeni vyuzivanym v AAS, dal§imi jsou
napt. bezelektrodové vybojky (EDL) nebo tzv. super lampy [31].

Aby primarni elektromagnetické zaifeni mohlo interagovat s atomy ve vzorku, je
nutné tyto atomy uvést do plynného atomarniho stavu. Nejprve je vzorek preveden na
aerosol pomoci zmlzovace, naptf. pneumatického. Tento aerosol je poté smiSen
s palivem a okyslicovadlem a je pfeveden k hofdku, kde hofenim dojde k vypareni a
atomizaci prvku ve vzorku. Jako palivo se nej¢astéji vyuziva acetylen v rizném pomeéru
s okyslicovadlem, coz je bud’ vzduch, nebo pro dosazeni vyssi teploty plamene oxid
dusny (N20) [29]. Teplota plamen pii atomizaci obvykle dosahuje hodnot mezi 1700-
3150 °C. Jako palivo mohou byt déle pouzity napt. vodik nebo propan [30].

Skrz absorpéni prostiedi je paprsek veden do disperzniho prvku, kde je izolovan
ptislusny spektralni interval a paprsek zafeni je nasmérovan do detekéniho zafizeni.
Jako disperzni prvek se nejcastéji pouzivda monochromator. Ten je schopny ze spektra

izolovat vhodny spektralni interval o urcité vinové délce odpovidajici sledovanému
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prvku. Casto pouzivané monochromatory jsou Ebertovo, Czerny-Turner nebo Echelle
monochromator [29], [31].

Zateni o urcité vinové délce dopada na detektor. Nejbéznéjsimi detektory v AAS
jsou fotonasobice. Fotonasobice pracuji tak, Zze na jejich svétlo-citlivou vrstvu dopada
zateni, které z ni svoji energii vyrazi elektrony. Tomuto efektu se fika fotoelektricky
jev. Tyto elektrony jsou urychleny elektrickym polem smérem k dynodam (elektrodam).
Pti dopadu elektronu se z dynod fotonasobice vyrazeji sekundarni elektrony, které dale
dopadaji na dal§i dynody a vyrdZzeni znich dalsi a dal§i elektrony. Takto se
mnohonéasobné zmnozi pocet elektront a jejich elektricky signal je dale zpracovan do

digitalni formy [31]. Schéma fotonésobice je na obrazku nize (Obr. 2.3).

Fotokatoda Elektrony Anoda

= =Y et

Vyzafeny Fokusujici \
foton elektroda Dynoda Fotonasobié

Obr. 2.3: Schéma fotonasobice. Pifevzato a upraveno [32].

2.5 Hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym

plazmatem

Hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem je velmi citliva
analytickd metoda, ktera spojuje indukéné vazané plazma (u¢inny atomizacni/ionizacni
zdroj) s hmotnostni spektrometrii. Je vhodna pro detekci a stanoveni kovi prevazné ve
vodnych roztocich vzorki. Pomoci hmotnostni spektrometrie s indukéné véazanym
plazmatem (ICP-MS) lze stanovit vice nez 70 prvkl periodické tabulky, dokonce
muizeme urcit 1 izotopové zastoupeni jednotlivych prvkd, coz je jedna z vyhod této
metody. Metoda ICP-MS vznikla v 70. letech 20. stoleti a je hojn€ vyuzivana
1 v poslednich dvaceti letech. Je mozni s ni detekovat analyty, které jsou ve vzorku
zastoupeny v koncentracich pg dm a pii velmi nizkém $umu pozadi az ng dm [30].

Také umozZiuje stanovit vice prvkl najednou, coZ urychluje analyzu vzort. Prvky, pro
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které tato metoda neni vhodna a pomoci ICP-MS se nestanovuji jsou: vzacné plyny,
halogeny, kyslik, dusik a uhlik. Dale si pii praci s ICP-MS musime byt védomy
moznych hmotnostnich interferenci. Ve vzniklém plazmatu mohou vznikat kromé Ar"
iontu i n&které molekulové ionty, jako jsou napi. Ar,", O." nebo N,". Pravé tyto
molekulové ionty muze detektor nespravné urcit jako ionty nékterych lehéich
stanovovanych prvka a dojde k zvyseni detektorové odezvy. K tomuto jevu dochazi i za
tvorby molekulovych iontl s vy$§imi molekulovymi hmotnostmi, a to hlavné pii pouziti
organickych rozpoustédel pro pifipravu vzorku. Tento problém Ize vyteSit zvolenim
jiného izotopu prvku k analyze, pro ktery ptfedpokladame mensi pocet interferenci.
Nevyhodnou metody ICP-MS je jeji naro€nost na instrumentaci a s tim pojici se vysoka
pofizovaci cena. Vyhody je rychlost a citlivost metody [29], [30]. Schéma ICP-MS je

uvedeno na nasledujicim obrazku (Obr. 2.4.).

Soustava
jontovych |~ ICP hlavnce RF ZdI’OJ

Cocek

i | Nebulizér |'—‘ Pfivod Ar ’
Kvadrupdlovy x
analyzator
Peristaltickd
pumpa

Nasobi¢
elektront

L] E
l T a Vzorek
Ridici jednotka

(PC)

Obr. 2.4: Schéma pfistroje ICP-MS. Vypracovano podle [29].

Princip metody a instrumentace

Metoda ICP-MS je vhodna pro praci s kapalnymi, plynnymi i1 pevnymi
vzorky [30]. Pfevdzné se uptednostiiuje analyza vzorkl kapalnych. Pii praci
s kapalnymi vzorky je nutné nejprve vzorek rozpustit ve vhodné zvoleném
rozpoustédle. Vzorek je pomoci peristaltické pumpy veden do nebulizéru, kde je vzorek
smiSen s inertnim plynem a pfeménovan na aerosol. Jako vhodny plyn je nejcastéji
vyuzivan argon. Tato smés je dale vedena do mlZné komory, kde jsou vétsi slozky

aerosolu odvadény do odpadu a mensi slozky aerosolu prevadény do plazmové hlavice
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s indukéni civkou. Tam je argon za vysoké teploty, pfiblizné¢ 6 000 - 8 000 °C,
ionizovan a vznikd plazma [30]. Kvuli vysoké teploté, které je vystaven materil
civky, je civka chlazena inertnim plynem nebo jinym chladicim médiem. Pfi takto
vysoké teploté se rozpoustédlo vzorku ihned odpaii a jednotlivé vazby molekul ve
vzorku zaniknou. Vzniklé ionty prvkd jsou nejCastéji ve stavu jedenkrat nabitych
kladnych iontd, M" [29]. Tyto ionty jsou pievadény do kvadrupolového
analyzétoru, ktery pracuje za vakua a tlaku niz§im nez 10~* Pa. Pfechod mezi ICP a MS
zajistuje interface. Ten je nutny pro propojeni mezi Casti pfistroje s atmosférickym
tlakem a ¢asti, kde je vakuum [30]. Spole¢né s ionty vznikaji v plazmatu rtizné fotony a
neionizované atomy prvkil, ty je nutné pred samotnym kvadrupolovym analyzatorem
oddg¢lit. Tyto Castice by mohly zvysit signal detektoru, a tim zvySovat detek¢ni limity.
Oddéleni téchto castic 1ze dosahnout pomoci iontovych cocek, které dopravi nabité
castice do kvadrupolového analyzatoru. Ten je navic Casto vychylen napt. v uhlu 90° od
optické osy ICP, aby nedoslo k absorpci fotont a dalSich nezadoucich ¢asti v detektoru.
K analyzatoru proto doputuji jen nabité¢ castice. Kvadrupodlovy analyzéator je tvoten
¢tyfmi tyCemi o délce cca 30-40 cm s primérem okolo 1 cm. Slouzi k oddé€leni ionth
prvkti podle jejich poméru hmotnosti a ndboje (m/z). Dle tohoto poméru Ize
stanovit, jaky konkrétni prvek se ve vzorku nachdzi. Jeho rozliSovaci schopnost byva
0,5 az 1amu. Z kvadrupdlového analyzatoru jde proud separovanych iontd do
fotonasobi¢e. Signal vytvoreny ve fotondsobiéi je dale zpracovavan detektorem. Ridici
jednotka ze ziskanych dat sestavi zavislost signalu na m/z. Intenzita jednotlivych

signal je pfimo umeérnd koncentraci hledaného analytu ve vzorku [29].

2.6 Prvkova analyza medu

Jiz bylo publikovano mnoho védeckych praci, které¢ se vénuji prvkové analyze
medli. Med z nektaru obvykle obsahuje mezi 0,1-0,2 % prvkd a med medovicového
puvodu okolo 1% prvki [9]. Proto je k jeho analyze potieba metod, kterymi lze stanovit
stopova mnoZstvi jednotlivych prvki v hodnotach mg kg ! az pg kg'. Vhodné a ¢asto
pouzivané metody pro tuto stopovou analyzu jsou napi.: emisni spektrometrie
s indukéné vazanym plazmatem (ICP-OES) [33], hmotnostni spektrometrie s indukéné

vazanym plazmatem (ICP-MS) [34]-[36] a atomové absorpcni spektrometrie
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(AAS) [37]-[39] srlznymi druhy atomizace, jako je: plamenova (F-AAS) [6] nebo
elektrotermicka (ET- AAS) [37]. Déle lze vyuzit napf. instrumentdlni neutronové
aktivacni analyzy (INAA) [8] nebo spektrometrie laserem buzeného plazmatu
(LIBS) [40]. Nékteré védecké prace kombinuji vyse zminéné metody [6], [11], [41].
Ptikladem je studie polskych medt, kdy Al, B, Cr, Mn a Ni byly stanoveny pomoci
ICP-MS a Ca, K, Mg, Na, Cu, Fe a Zn pomoci F-AAS[6]. Je to z toho divodu, Ze prvky
stanovované pomoci F-AAS byvaji v medu ve vétsi koncentraci. Prvky, které maji
v medu béZzn€ nejveétsi zastoupeni jsou: K, Ca, Na a Mg [9], [35], [41]. Prikladem
toxickych prvki, které se v medu vyskytuji jsou: As, Cd, Pb nebo Sb. Jsou obvykle
v koncentracich, které¢ nepiinds$i redlné¢ zdravotni riziko [41]. Vé&decké studie si
v poslednich letech déavaji cil nejen stanovit vybrané prvky v souboru med, ale také na
zaklad¢ zjisténych jejich koncentraci urcit botanicky a geograficky ptivod medu. Bézné
je kvalitativni a kvantitativni stanoveni okolo 15-25 vybranych prvki. Poté jsou nékteré
vyhodnoceny jako vyznamné pro urcovani kvality medu nebo jeho plvodu, at’ uz
botanického, ¢i geologického. K urceni statisticky vyznamnych prvki slouzi rtizné
chemometrické techniky. Ve studii zroku 2011 byly rozliSeny vzorky medu
medovicového, pohankového (Fagopyrum esculentum) a tepkového (Brassica napus)
pluvodu s ptesnosti 100 %. Ukézalo se, Ze k rozliSeni téchto druhti medu od sebe nejvice
Mn, a proto se odliSoval od ostatnich dvou druhit medu a koncentrace K pomohla odlisit
medovicovy apohankovy med. Studie se téz pokusila urcit geograficky piavod
medu, kde se nejvice uplatnilo statistické vyhodnoceni koncentraci Al, Mg a Zn. Pro
rizné druhy medt se dale uplatnily nasledujici kombinace: Mn a Ba, pro pohankovy
med, Mg a K pro fepkovy a Mg, Al s Mn pro med medovicovy [7]. V raznych studiich
se ukézali kombinace statisticky vyznamnych prvka rizné [8], [41]. Zalezi na
zemi, z které studie pochazi, tamnich pfirodnich faktorech (kontaminaci oblasti chovu
vcelstva) nebo na zvoleném zplsobu statistického vyhodnoceni dat atd. Pro urceni
puvodu medu je také mozné vyuZzit kombinaci stanoveni prvkid v medu s fyzikalné-
chemickymi vlastnostmi. Studie souboru 207 feckych medl vyuZila kvantifikace 14
prvki a 10 fyzikdln€¢ chemickych parametri. Vzorky medl byly borovicového

(Pinus), tymianového  (Thymus), jedlového (Abies) a  pomerancovnikového
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(Citrus sinensis) pavodu. Spravné bylo ureno 96,1 % vzorkd [33]. Chemometrické
techniky pomoci, kterych se statisticky vyhodnocuji naméfend data, jsou napft. linedrni
diskriminaéni analyza (LDA) [8], analyzy pomoci klasifika¢nich a regresnich stromil
(C&RT) [7], analyza rozptylu (ANOVA), analyzy hlavnich komponent (PCA) [41] a
dalsi. Spravné urceni geografického plivodu medu je momentaln¢ limitovano

mnozstvim vzorku pro statistickou analyzu.
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Pristroje a pomucky

- Hmotnostni spektrometr sindukéné vdzanym plazmatem (Agilent 7900 ICP-
MS, USA) s automatickym davkovacem SPS 4 a ovlddacim softwarem
MassHunter)

- Atomovy absorpéni spektrometr 933 AA (GBC Scientific Equipment, Australie)
s ovladacim softwarem (GBC Avanta) a vyuZzivajici vybojky s dutou katodou
pro Cu a Zn, (Varian Techtron, Australie)

- Pfistroj pro ptipravu deionizované vody Milli-Q PLUS (Millipore, USA)

- Analytické vahy KERN s piesnosti na 0,01 g (Kern, Némecko)

3.2 Chemikalie

- Deionizovana voda (vodivost 0,055 uS)

- Standardni roztok Zn o koncentraci 1001 £+ 2 mg dm 3, Zn(NOs)2 v 0,5 mol dm™>
HNOs3 (Merck spol. s.r.o., Némecko)

- Standardni roztok Cu o koncentraci 1000 = 2 mg dm>, Cu(NO:)
v 0,5 mol dm > HNO; (Merck spol. s.r.o., Némecko)

- Roztok internich standardéi Astasol®-MIX obsahujici Bi, In, Sc, Tb a Y vse
o koncentraci 10 mg dm >, matrice 5% HNOs (Analytika spol. s.r.o., CR)

- Kalibraéni roztok Astasol® o koncentraci Zn 1 000 £+ 2 mg dm 3, matrice 2%
HNO; (Analytika spol. s.r.o., CR)

- Kalibraéni roztok Astasol® o koncentraci Cu 1 000 £ 5 mg dm 3, matrice 2%
HNO; (Analytika spol. s.r.o., CR)

- Zésobni roztok 68% HNOs (Analpure®, Analytika s.r.0., CR)

3.3 Vzorky
Vzorky medi, které jsou uvedeny v nésledujici tabulce (Tab. 3.1), byly podrobeny

prvkové analyze. Jedna se o medy pochazejici z Ceské republiky a ze Slovenska.
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Vzorky byly odebrany do plastovych centrifugacnich zkumavek a uchovavany pii

laboratorni teplotg.

Tab. 3.1: Seznam vzorkit medu.

Oznaceni vzorku Druh medu Lokalita
AS-01 smiSeny Nahotany
AS-02 kvétovy Lucenec
AS-03 kvétovy — luéni Oftechov u Brna
AS-04 smiSeny Myslava
AS-05 medovicovy Malé Ida
AS-06 kvétovy — akatovy Podunajské nizina, Santovka u Levic
AS-07 medovicovy Vysoc€ina, Velké Mezitici
DM-01 kvétovy Felbabka, Brdy
DM-02 medovicovy Hoftovice, lesopark Drazovka
DM-03 kvétovy StraSice, Brdy
DM-04 medovicovy StraSice, Brdy
DM-05 kvétovy Benesovsko
ZH-01 kvétovy Zelezné hory, Pardubicko
ZH-02 medovicovy Zelezné hory, Pardubicko
ZH-03 kvétovy Zelezné hory, Pardubicko
ZH-04 kvétovy — lipovy Zelezné hory, Pardubicko

3.4 Pracovni postup
Piiprava pomocnych roztoki

Stabiliza¢ni roztok pro F-AAS (0,34% HNOs3) byl piipraven smichanim 10 ml
koncentrované kyseliny dusicné a 2000 ml deionizované vody. Proplachovaci roztok
pro ICP-MS (2% HNOs3) byl pfipraven smichanim 29,4 ml koncentrované kyseliny

dusi¢né a 1000 ml deionizované vody.
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Piiprava roztokii (F-AAS)

Ze standardniho roztoku médi o koncentraci 1000 = 2 mg dm™> a ze
standardniho roztoku zinku o koncentraci 1001 + 2 mg dm™3, byly vhodnym fedénim
pfipraveny dva roztoky urcené pro optimalizaci metody. Oba roztoky mély koncentraci
5,0 mg dm. Redéni roztokd bylo provedeno stabilizaénim roztokem pro F-AAS do
100ml odmérnych bangk.

Ze standardniho roztoku médi o koncentraci 1000 + 2 mg dm > byly piipraveny
kalibra¢ni roztoky o koncentraci: 0,25; 0,50; 1,0; 2,5; 5,0; 10 a 25 mg dm>. Roztoky
o nizs$i koncentraci (0,25-1,0 mg dm™>) byly pfipraveny fedénim roztoku o koncentraci
10 mg dm™, aby byla sniZena chyba pii pipetovani. Ze standardniho roztoku zinku
o koncentraci 1001 + 2 mg dm > byly pfipraveny kalibra¢ni roztoky o koncentraci: 0,10;
0,25; 0,50; 1,0; 2,5; 5,0 a 10 mg dm™>. Roztoky o nizsi koncentraci (0,10-1,0 mg dm™)
byly piipraveny fedénim roztoku o koncentraci 10 mg dm >, Kazdy z té&chto roztokd byl

fedeén stabilizaCnim roztokem pro F-AAS a piipraven v 50ml odmérné baiice.

Piiprava roztoki (ICP-MS)

Z roztoku interniho standardu, ktery obsahoval Bi, In, Sc, Tb a Y (vSechny
prvky o koncentraci 10 mg dm™) byl pfipraven roztok o koncentraci 0,050 mg dm .
Roztok byl fedén 2% HNO3; a byl pfipraven v 50ml odmérné bance.

Pro kalibraci byla pfipravena jedna sada roztokii o koncentracich obou prvki, Zn
a Cu: 0,0; 1,6; 8,0; 40; 200 a 1000 pg dm™. Roztoky byly piipraveny z kalibraéniho
roztoku Zn o koncentraci 1 000 = 2 mg dm™ a kalibraéniho roztoku Cu o koncentraci
1000 = 5 mg dm 3. Roztoky byly vhodn& nafedény 2% HNO; a piipraveny v 50ml

odmérnych bankach.

Piiprava vzorkit medu (F-AAS, ICP-MS)

Vsechny vzorky medl byly pfipraveny néasledovné. Do 50ml plastové
centrifugacni zkumavky bylo odvazeno vzdy pfiblizn¢ 5-6 g medu. Zkumavka byla
doplnéna stabilizacnim roztokem pro F-AAS. Roztok byl pfidavan postupné, za
prib&zného michani plastovou 1Zi¢kou, aby se med rozpustil. Celkem bylo pfipraveno

16 vzorkii medu uréenych k analyze.
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Optimalizace pracovnich podminek (F-AAS)

Pted samotnym méfeni kalibracnich roztokt a nasledné vzorki medu bylo nutné
optimalizovat parametry méfeni atomového absorpéniho spektrometru pro stanoveni
zvolenych prvki. Podminky byly optimalizovany pomoci dvou roztok, roztoku médi a
roztoku zinku. Oba roztoky mély koncentraci 5,0 mg dm>.

Paprsek primarniho elektromagnetického zafeni by mél idedlné¢ prochazek
v tzv. mezireakéni zo6né plamene, kde je nejvyssi koncentrace volnych atomu
stanovovaného analytu. Toho se da nejlépe dosdhnout vhodnym nastavenim hotaku.
Optimalizované byly nasledujici parametry: vertikdlni a horizontadlni poloha
hotraku, pritok acetylenu, thel natoc¢eni hotdku a Sitka spektralniho intervalu. VInova
délka méfeni (v nm) a napdjeci proud vybojky (v mA) byly v obou piipadech zvoleny

automaticky, programem ovladaciho softwaru.

Kalibrace (F-AAS)

Za optimalizovanych podminek byly proméfeny kalibra¢ni roztoky médi a
zinku. Parametry podminek jsou uvedeny v tabulce (Tab. 4.1). V dal§im méfeni byly
proméfeny tii roztoky zinku o koncentraci 0,0; 0,1 a 5,0 mg dm™ a tfi roztoky médi
o koncentraci 0,0; 0,25 a 5,0 mg dm™>. V tomto piipadé byl kazdy z3esti roztoki
proméfen patnactkrat a jednotlivd méfeni trvala tfi sekundy. Vysledky méteni byly

pouzity pro stanoveni detek¢nich limiti metody.

Stanoveni koncentrace médi a zinku (F-AAS)

Za optimalizovanych podminek byly proméieny vSechny ptfipravené vzorky.

Meéieni na ICP-MS

Nejdiive bylo nutné pfipravit piistroj ICP-MS na analyzu. K tomu byl vyuzit
program Online ICP-MS MassHunter v ovladacim pocitaci spektrometru. Byly zvoleny
vhodné izotopy prvkli pro analyzu (**Cu a %Zn), a také byl vybran vhodny interni
standard (**Sc). Dale bylo provedeno ladéni hmotnostniho spektrometru.
Experimentalni podminky lze nalézt ve vysledkové Casti v tabulce (Tab.4.3). Nasledné

byly vSechny kalibracni roztoky vlozeny do autosampleru a proméfeny. Program

26



v pocitaci automaticky vytvofil znaméfenych dat kalibracni zavislost. Poté byly
vlozeny do autosampleru vSechny roztoky vzorkl a prométeny. Diky ptedeslé kalibraci
byly programem vyhodnoceny koncentrace jednotlivych prvka ve vzorcich medu. Od
vSech namétfenych signalid byly odecéitany predem proméiené blanky. Meéteni
kalibracnich roztokt i roztokd vzorkl bylo provedeno ve dvou mddech (v modu bez

ptidavku kolizniho plynu a s ptidavkem kolizniho plynu helia).

3.5 Zpracovani namérenych dat

Statistick¢é vyhodnoceni experimentdlné ziskanych dat je nedilnou soucasti
chemické analyzy. Umoziuje ndm objektivné urcit kvalitu dat a napomaha jejich
intepretaci. Pii zpracovani experimentalni Casti této prace, byly vyuZity statistické

veli¢iny, které jsou uvedeny v nadchazejici ¢asti tohoto textu.

Aritmeticky prumér (X) je nejpouzivanéjsi zpuisob odhadu stfedni hodnoty
souboru vysledki opakovanych méfeni. Lze vypocitat souctem vSech vysledki

podéleny jejich poctem, dle nésledujiciho vzorce

n

i=1

_ 1

X =-

n

, kde n je pocet opakovani méteni a x; hodnota i-tého méieni [30].

Medidan (x) je dalsim zplisobem vypoctu stfedni hodnotu souboru vysledkt
opakovanych meéteni. OznaCuje prostiedni hodnotu souboru vysledki sefazenych
vzestupné (nebo sestupné) vedle sebe. Pokud hodnotime lichy pocet vysledl, tak je
prostfeni hodnota v pofadi median. Pokud hodnotime sudy pocet vysledl, je medidnem
pramér prostfednich dvou hodnot souboru. Median je vhodné pouzit, pokud soubor

vysledki obsahuje odlehlé hodnoty [30].

Smérodatnda odchylka (SD): je mirou preciznosti souboru vSech namétfenych

dat. Urcuje, jak moc jsou naméfené hodnoty odchyleny od stfedni hodnoty souboru
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(medianu nebo praméru) a Ize ji vypocitat napt. pomoci nasledujiciho vzorce, kde n—1
je pocet stupiii volnosti a (x; — X)? oznacuje odchylku od stfedni hodnoty pro i-té

méfteni [30].

Relativni smérodatni odchylka (RSD) je uvadéna cCastéji nez jeji absolutni
hodnota, smérodatna odchylka. Ziskame ji pod€lenim smérodatné odchylky stfedni

hodnotou souboru vysledki, napt. dle nasledujiciho vzorce.

|8

RSD =3

=l

Relativni smérodatna odchylka je bézné vyjadiena také v procentech (RSD%), v této

podobé se také nazyva variacni koeficient (CV) [30].

Konfidenéni interval (CI), také oznacovan jako interval spolehlivosti je interval
okolo odhadu stfedni hodnoty souboru (X nebo X) experimentalné dosazenych vysledkt
opakované¢ho méfeni. Konfidencni interval se uvadi s urCitou konfidencni urovni. Je
totiz s urCitou pravdépodobnosti ptedpokladano, ze se stiedni hodnota souboru nachézi
pravé v tomto ¢iselném intervalu. Také se Casto uvadi v procentech. Pro vypocty v této
praci byla zvolena konfidenéni uroven 95 %, ktera ptifazuje koeficientu z v nasledujici

rovnice hodnotu 1,96 [30]. Vypocet konfidenc¢niho intervalu.:

z -SD
Vn

Cl=x+

Vypocet koncentraci médi a zinku

V této praci bylo métfeni provadeéno tfikrat (neni-li uvedeno jinak), jako stfedni
hodna byl, misto vySe uvedené¢ho aritmetického priméru, pouzit medidn. Vysledna
koncentrace prvkil byla pfepo€tena na pg/g medu. Poté byla zrelativni smérodatné
odchylky vypocitdna smérodatna odchylka a zni konfiden¢ni interval. Konfidenéni

interval byl zvolen na konfiden¢ni trovni 95 %, které odpovida koeficient 1,96.
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K vypoctu relativnich koncentraci byl pouzit nasledujici vzorec, kde ccuz: je
stanovend koncentrace médi nebo zinku v pg/g, ¢, je experimentdlné naméfend

koncentrace v pg dm > a m je hmotnost navazky v g.

A kvypoctu odpovidajicimu konfiden¢niho intervalu byl vyuzit vzorec
nasledujici

CCu/Zn

Cl=fi(100

: %RSD) -1,96
V3

, kde %RSD je experimentalné¢ nameétena relativni smérodatnad odchylka v %, 1,96 je
koeficient trovné 95 % a c¢islo 3 odpovidd poctu opakovani méieni. Tabulku se
stanovenymi koncentracemi prvki v medech Ize nalézt ve vysledkové casti

viz. Tab. 4.5.

3.6 Zakladni charakteristiky analytické metody
Mez detekce (LOD) vyjadiuje nejmensi koncentraci analytu ve vzorku, kterou
1ze danou metodou detekovat. Je definovana jako koncentrace analytu, které odpovida

signal rovny trojnadsobku SD signalu nulového vzorku (blanku)[29].

Mez stanovitelnosti (LOQ) vyjadiuje nejnizSi koncentraci analytu ve
vzorku, kterou Ize pomoci analytické metody stanovit s dostacujici presnosti. Je
definovana jako koncentrace analytu, které odpovida signalu rovného desetinasobku SD

signalu nulového vzorku[29].

Citlivost analytické metody je posuzovana podle smérnice kalibra¢ni piimky a

detek¢nich mezi (LOD a LOQ) [29].

Opakovatelnost vyjadiuje piesnost analyzy provadéné opakované jednim

analytikem pomoci jedné a t€ samé metody, na stejném piistroji[29].
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Pomoci linedarniho dynamického rozsahu (LDR) analytické metody lze vyjadfit
rozsah koncentraci analytu, které lze metodou stanovit pfi pouziti linearni kalibra¢ni
zavislosti. Jako dolni mez se velmi Casto pouziva hodnota LOQ a jako horni mez LDR
se bézn¢ pouziva koncentrace, pti které je signal analytu nebo smérnice odchylena od

urcitou hodnotu (obvykle 5 %) od linearity [30].

Korelacni koeficient (R) vyjadiuje silu linedrniho vztahu mezi parovymi daty.

Jedna se o vybérovy korela¢ni koeficient. Dosahuje hodnot od —1 do 1.
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4 Vysledky a diskuze

V nasledujici ¢asti jsou uvedeny a diskutovany vysledky experimentélni ¢asti prace.
Vysledky jsou rozdéleny do dvou casti. Prvni (4.1) je vénovana optimalizaci, kalibraci a
stanoveni médi a zinku pomoci atomové absorpéni spektrometrie s plamenovou
atomizaci. Druhd cast (4.2) se tyka kalibrace a stanoveni prvkd pomoci hmotnostni
spektrometrie s indukéné vadzanym plazmatem. V obou ¢astech Ize dale nalézt souhrn

pracovnich parametrti, detek¢ni limity metod a analyzy vzorkd medu.

4.1 Atomova absorpcéni spektrometrie s plamenovou

atomizaci

4.1.1 Optimalizace pracovnich parametrt

Pfed méfenim kalibracnich roztokii a nésledné samotnych vzorkli bylo nutné
optimalizovat podminky metody stanoveni obou analyti. Optimalizovano bylo celkem
pet parametri: vertikalni a horizontalni poloha hotéku, uthel natoCeni hotaku, pritok
acetylenu a $itka spektralniho intervalu. Pro optimalizaci byly zvoleny roztoky prvki
o koncentraci 5,0 mg dm>. Absorbance vyznacené u grafii vSech optimalizaci jsou

vztazené k hodnotam vykazujici nejvetsi odezvu (signal) ptistroje.

Vertikalni poloha hordaku

Optimalni vyska hotaku byla stanovena tak, Ze byla promeéfena odezva
jednotlivych roztoki prvkt pro hodnoty dilkt 0; 1; 2; 3; 4; 5; 6; 7 a 8 stupnice hotaku.
Nameétené hodnoty jsou zobrazeny nize v grafu (Obr. 4.1). Z grafu je patrné, zZe
optimalni vyska paprsku nad hranou hotdku byla shodné pro oba prvky pii hodnoté
dilku 6 stupnice hotdku. To odpovida pfiblizné vysce paprsku 5 mm nad hranou hotdku.
Z grafu je déle patrné, ze se zvysujici se vzdalenosti paprsku od hrany hotdku dochazi
k pozvolnému poklesu signalu, coz odpovida niz§i koncentraci volnych atomu

v zékladnim stavu v téchto ¢astech plamene.
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Obr. 4.1: Graf optimalizace vysky hotaku pro roztoky Cu (e) aZn (A)

o koncentraci 5,0 mg dm™.
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Obr. 4.2: Graf optimalizace horizontalni polohy hotaku pro roztoky Cu (e) a Zn (A)

o koncentraci 5,0 mg dm .

Horizontalni poloha hoidku
Optimalni horizontalni poloha hotfdku byla stanovena nésledovné. Nejprve byl
hotak nastaven do nejkrajnéjsi horizontalni polohy, a poté byl koleckem pfistroje hotdk
posouvan po horizontalni poloze. Vzdy po dvou otockdch o 360° byla proméfena
odezva pfistroje na jeden z optimaliza¢nich roztokd. Postup byl opakovan do té
doby, nez hotdk zastavila druhad krajni poloha. V tu chvili byl signdl pfistroje jiz
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nepatrny a bylo jasné, Ze je plamen piili§ vychylen z mista prachodu paprsku. Vhodna
vzdalenost na horizontalni ose byla urcena pro oba stanovované prvky jako 7 mm od

pocatecni polohy. Naméfené hodnoty jsou zobrazeny v grafu na obr. 4.2 vyse.

Uhel natoéeni hoidku

Optimalni thel natoceni hotdku byl stanoven postupnym proméienim odezvy
pristroje na optimalizaéni roztoky pii rizném natoCeni hotdku. Postupné byly
prométeny uhly: 0, 10, 20, 30, 45, 60, a 90°. Jako nejvhodnéjsi byl zvolen, pro oba
optimalizacni roztoky prvka, thel 0°. Z grafu je patrné, Ze praveé takto natoCeny hotak
poskytuje nejvetsi signal pristroje. Naméfené hodnoty jsou zobrazeny v grafu nize

(Obr. 4.3).
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Obr. 4.3: Graf optimalizace thlu natoceni hotdku pro roztoky Cu (e) a Zn (A ) o koncentraci

5,0 mg dm™.

Pritok acetylenu

Optimalizace pritoku acetylenu byla provedena postupnym proméfovani
optimalizacnich roztoki pfi riizném pritoku acetylenu. Pritok acetylenu byl postupné
zvySovan. Pro optimalizacni roztok médi byly proméfeny hodnoty pritoku: 1,3; 1,5;
1,75; 2,0; 2,25; 2,5 a 3,0 I/min a pro optimaliza¢ni roztok zinku: 1,5; 1,75; 2,0; 2,25; 2,5
a 3,0 I/min. OdliSny rozsah hodnot pii méfeni roztoku zinku je dan tim, Ze pfi niZSim
pritoku acetylenu, nezZ je 1,5 I/min plamen hotaku uhasinal. V grafu niZe (Obr. 4.4) jsou

proto uvedeny vysledky méfeni obou prvki, jen vrozmezi 1,5-3,0 I/min. Jako
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nejvhodnéjsi prutok acetylenu pro méfeni roztokli médi i zinku byl zvolen priitok

1,9 I/min. Namétené hodnoty jsou zobrazeny v nésledujicim grafu na obr. 4.4.
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Obr. 4.4: Graf optimalizace pritoku acetylenu pro roztoky Cu (e) a Zn (A) o koncentraci
5 mg dm™.

Siika spektrdlniho intervalu pro méd’ a zinek

Sitka $térbiny byla optimalizovéana proméfenim postupné viech kalibraénich
roztoki jednotlivych prvkd pi1 rizné Sifce Stérbiny. Roztoky médi meély
koncentrace: 0,0; 0,25; 0,50; 1,0; 2,5; 5,0; 10 a 25 mg dm™ a roztoky zinku mély
koncentrace: 0,0; 0,10; 0,25; 0,50; 1,0; 2,5; 5,0 a 10 mg dm>. Proméfené siiky
spektralniho intervalu byly: 1,0; 0,5; 0,3 a 0,2 nm. Jako vhodna byla ze ziskanych dat

zvolena $itka spektralniho intervalu 0,5 nm pro méfeni obou prvkd.

Kalibrace a zakladni charakteristiky
Na zéklad¢ optimalizace byly zvoleny pracovni parametry pro kalibraci metody
a stanoveni jednotlivych prvkli pomoci F-AAS. Parametry jsou uvedeny v tabulce nize

(Tab. 4.1).
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Tab. 4.1: Pracovni parametry pro stanoveni jednotlivych prvkii.

Cu Zn
Proud vybojky [mA] 3,0 5,0
Vinova délka [nm] 324,7 213,9
Sitka spektralniho intervalu [nm] 0,5 0,5
Vertikalni poloha hotdku [mm] 5 5
Horizontalni poloha hotfaku [mm] 0 0
Uhel nato¢eni hotaku [°] 0 0
Priitok acetylenu [I/min] 1,9 1,9

4.1.2 Kalibrace
Za jiz optimalizovanych podminek byly prométfeny kalibracni roztoky zinku a
médi o koncentracich 0,5; 1,0; 2,5 a 10,0 mg dm>. Z naméfenych hodnot byly

sestrojeny kalibracni zavislosti uvedené nize v grafu (Obr. 4.5).
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Obr. 4.5: Graf kalibracni zavislosti absorbance na koncentraci pro roztoky Cu (@) a Zn (A).

Detekcni limity metody
Z dosazenych vysledki méfeni byly stanoveny detekéni limity metody.
Stanovena byla mez detekce (LOD), mez stanovitelnost (LOQ), citlivost metody a

opakovatelnost, dale byl také stanoven linedrni dynamicky rozsah (LDR) a korela¢ni
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koeficient (R). Z tabulky nize (Tab. 4.2) je patrné, Ze pfi méfeni zinku dochazelo

k velkému Sumu, coz fadove snizilo detekéni limity metody oproti médi.

Tab. 4.2: Detekcni limity metody F-AAS

Cu Zn
LOD [mg dm ] 0,021 0,62
LOQ [mg dm ] 0,069 0,21
Citlivost [dm® mg '] 0,0631 0,1055
LDR do [mg dm™] 10 5
Opakovatelnost™® [%] 0,95 8,3
Korelaéni koeficient 0,998 0,989

*) pro koncentraci 5 mg dm

4.1.3 Stanoveni médi a zinku

Za optimalizovanych podminek bylo proméfeno vSech 16 ptipravenych vzorkl
medu. Naméiené hodnoty pomoci F-AAS vSak byly tak nizké a v mnoha ptipadech byly
na urovni Sumu, Ze se koncentraci prvkl v jednotlivych vzorcich nepodafilo stanovit.
Proto bylo nutné v dalSim kroku prace ptistoupit k vyuziti citlivéj$si metody. Tou byla

zvolena hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem.

4.2 Hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym

plazmatem
Experimentalni podminky
Pro analyzu vzorkli medu a kalibraci pfistroje byly, s pomoci programu

v pocitaci (Online ICP-MS MassHunter), zvoleny experimentalni podminky uvedené

v tabulce nize (Tab. 4.3).
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Tab. 4.3: Experimentalni podminky (ICP-MS)

Rezim méteni General Purpose
Vykon RF generatoru [W] 1550
Hloubka vzorkovani [mm] 10,0
Teplota S/C (mlzné komory) [°C] 2
Prutok argonu ve zmlzovaci (nebulizéru)
. 1,07
[/min]
Prutok argonu v plazmatu [1/min] 15,0

Pratok ptidavného plynu (helia) [I/min] 0,9
Rychlost otacek peristaltické pumpy u
zmlzovace (nebulizéru) [RPS]

Interni standard 8¢

0,1

*) jednotka RPS oznacuje pocet otacek za sekundu (ang. rounds per second)

4.1.4 Kalibrace

Za optimalnich podminek, stanovenych ladénim ICP-MS, byly proméieny
kalibra¢ni roztoky meédi a zinku. Kalibra¢ni fada se skladala z roztok® o koncentraci: 0;
1,6; 8,0; 40,0; 200,0 a 1000,0 ug dm™>. Vsechny roztoky obsahovaly oba prvky ve
stejnych koncentracich. Kalibra¢ni zavislosti pro jednotlivé prvky byla méfena v modu
s koliznim plynem (He), a také v modu bez kolizniho plynu. Nize uvedené kalibracni
zavislosti (Obr. 4.6 a 4.7), byly vytvofeny na zdkladé¢ naméfenych dat. Z grafi
kalibrac¢nich zavislosti je patrné, Ze vhodnéjsim moédem pro stanoveni obou prvkl ve

vzorcich je mod mez kolizniho plynu, a to diky vyssi dosazené citlivosti.
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Obr. 4.6: Graf kalibracni zavislosti koncentrace Cu na odpovédi ICP-MS méfeny v modu bez

kolizniho plynu (e) a v heliovém modu (A ).
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Obr. 4.7: Graf kalibra¢ni zavislosti koncentrace Zn na odpovédi ICP-MS méfeny v modu bez

kolizniho plynu (e) a v heliovém médu (A ).

Detekcni limity metody

Na zakladé namétenych dat byly stanoveny detekéni limity metody ICP-MS pro
oba stanovované analyty. Stanoveny byly obdobné parametry, jako v pfipadé¢ F-AAS.
Tyto hodny jsou uvedeny v tabulce nize (Tab. 4.4).
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Tab. 4.4: Detekcni limity metody ICP-MS

Cu Zn
LOD [ug dm™] 0,87 0,64
LOQ [pg dm™] 2,9 2,1
Citlivost [dm® pg™'] 57 952 16 629
LDR do [mg dm ] >1000 >1000
Opakovatelnost™ [%] 2,4 1,4
Korela¢ni koeficient 0,9997 0,9998

*) pro koncentraci 40 pg dm=

4.1.5 Stanoveni médi a zinku

V nasledujici tabulce (Tab. 4.5) jsou zobrazeny vysledky stanoveni médi a zinku
v jednotlivych vzorcich medu pomoci ICP-MS. V tabulce (Tab. 4.6) jsou uvedené
prumérné hodnoty koncentraci ve vSech vzorcich, a pro porovnani také primérné
hodnoty kvétovych a medovicovych vzorkl zvlast. U jednotlivych koncentraci je vzdy
uveden konfiden¢ni interval. Métfeni prvkl probihalo, jak v médu bez kolizniho plynu,
tak v modu s koliznim plynem (He). Vzhledem k tomu, Ze se vysledky métfeni v obou
modech vyznamné nelisSily, byl pro vyhodnoceni vyuzit mod bez kolizniho plynu, pii
némz bylo dosazeno vyssi citlivosti. Z tabulek (Tab. 4.5 a Tab. 4.6) je patrné, ze zinek
je vmedu primérné zastoupen ve veétsim mnozstvi nez méd’. Vice médi nez zinku
obsahuje pouze vzorek medovicového medu oznaceny jako AS-05. Stanovena
koncentrace zinku se pohybuje od 0,210 £ 0,0029 do 3,658 = 0,0662 ng/g medu.
Koncentrace médi od 0,050 = 0,0009 do 0,832 + 0,0057 png/g medu. Nejvyssi mnozstvi
zinku bylo ve vzorku ZH-02 (medovicovy). Déle bylo stanoveno velké mnozstvi zinku
v medech oznafenych DM-05 (kvétovy) a DM-04 (medovicovy) a to vice nez 1 pg/g
medu. Nejvetsi mnozstvi médi bylo stanoveno ve vzorku DM-05. Dale bylo stanoveno

vice jak 0,5 pg médi na gram medu ve vzorcich oznacenych jako AS-05 a ZH-02.
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Tab. 4.5: Vysledky stanoveni Cu a Zn ve vzorcich medu pomoci ICP-MS

Oznaceni vzorku

Navazka vzorku

ccu vzhledem

czn vzhledem

medu [g] k navazce [pug/g] k navazce [pug/g]
AS-01 5,04 0,226 + 0,0043 0,824 +0,0149
AS-02 5,04 0,055 +£0,0013 0,277 +0,0063
AS-03 5,07 0,130 +0,0018 0,565 £ 0,0045
AS-04 5,06 0,316 + 0,0007 0,633 £ 0,0086
AS-05 5,00 0,734 +0,0199 0,535 £ 0,0085
AS-06 5,08 0,050 £ 0,0009 0,210 + 0,0029
AS-07 5,00 0,267 +0,0036 0,755+0,0111
DM-01 5,18 0,115=+0,0017 0,325 +£0,0044
DM-02 5,32 0,295 +0,0017 0,885 £0,0100
DM-03 6,08 0,074 £ 0,0003 0,304 +£0,0014
DM-04 6,22 0,434 = 0,0087 1,473 £0,0267
DM-05 6,25 0,832 +0,0057 1,882 £ 0,0064
ZH-01 5,61 0,147 +0,0013 0,867 £0,0196
ZH-02 5,55 0,602 + 0,0082 3,658 £ 0,0662
ZH-03 5,66 0,124 +£0,0031 0,563 £ 0,0064
ZH-04 5,40 0,198 +0,0022 0,758 £0,0137

*) Uvedené hodnoty jsou naméfeny v modu bez kolizniho plynu. U kazdé hodnoty je uveden odpovidajici
konfiden¢ni interval.

Tab. 4.6: Primeérné stanovené koncentrace Cu a Zn

Primér cou[ng/gl czn [ng/g]
vSechny vzorky 0,287 0,907
kvétoveé medy 0,192 0,639
medovicové medy 0,466 1,461

*) U kazdé hodnoty je uveden odpovidajici konfiden¢ni interval.
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Zaveér

Hlavnim cilem této bakalafské prace bylo stanoveni médi a zinku ve vzorcich
Sestndcti medt kveétového, medovicového a smiSené¢ho pivodu. Nejprve bylo nutné
pripravit vzorky medd, coz bylo provedeno rozpusténim okolo 5-6 g medu v 50 ml
stabilizacniho roztoku (0,34% HNO3). Pro splnéni cili této prace bylo dale nutné
optimalizovat podminky stanoveni zvolené analytické metody, F-AAS. Podminky
meéteni byly optimalizovany a po kalibraci bylo provedeno méteni vSech vzorkd.
Detekéni limity této metody byly pro stanoveni obou prvki nedostacujici. Proto bylo
pfistoupeno k méfeni pomoci citlivéjsSi metody, kterou byla zvolena ICP-MS. U této
metody bylo provedeno téz optimalni nastaveni parametrii méfeni a kalibrace. Tato
metoda jiZz stanoveni médi a zinku ve vzorcich medu umoZnovala. Experimentalné
zjisténa koncentrace médi se ve vzorcich pohybovala od 0,050 = 0,0009 do
0,832 + 0,0057 pg/g medu a zinku od 0,210 £ 0,0029 do 3,658 £+ 0,0662 pg/g medu.
Priimérné mnozstvi médi bylo stanoveno 0,287 a zinku 0,907 pg/g medu. Zinku bylo
obvykle v jednotlivych medech vétSi mnozstvi nez médi. Jen jeden vzorek oznaceny
jako AS-05 vykazoval vétsi koncentraci médi, 0,734 + 0,0199 pg/g medu nez
zinku, 0,535 £ 0,0085 pg/g medu. Kromé stanoveni prvkl bylo cilem porovnat jejich
koncentrace podle botanického ptivodu medu. Bylo zjisténo, ze medovicové medy
vykazuji primérné¢ vétsi mnozstvi obou prvkld. Primérna koncentrace médi byla
v kvétovych medech stanovena jako 0,192 a zinku 0,639 pg/g medu. V medovicovych
medech bylo primémé médi 0,466 a zinku 1,461 pg/g medu. Vyjimku tvofil vzorek
kvétového medu, DM-05. Tento vzorek vykazoval nadprimérné koncentrace obou
prvkli v porovnani s ostatnimi vzorky kvétového medu, a koncentrace médi byla
v tomto vzorku stanovena nejvyssi ze vSech vzorkt, 0,832 + 0,0057 pg/g medu. Zinku
bylo v tomto vzorku také velké mnozstvi, a to 1,882 + 0,0064 png/g medu.

Metoda ICP-MS se ukdzala vhodnou metodou pro stanoveni médi a zinku ve
vzorcich medu. Vét§i pofizovaci cenu pfistroje vynahrazuje citlivost a rychlost

stanoveni a moZznost stanoveni i vice prvkil najednou.
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