UNIVERZITA KARLOVA

Pfirodovédecka fakulta

Studijni program: Analyticka chemie

(R

AL
N>

Bc. Veronika Venclova

STANOVEN/{ VYBRANYCH PRVKU V OBILNYCH MOUKACH
A JEJICH BEZLEPKOVYCH ALTERNATIVACH

Determination of selected elements in cereal flours and their

gluten-free alternatives

Diplomova prace

Vedouci diplomové prace: RNDr. Jakub Hranicek, Ph.D.

Praha 2023



Prohlaseni

Prohla8uji, Ze jsem tuto zdverecnou praci zpracovala samostatné a ze jsem uvedla
vSechny pouZité informacni zdroje a literaturu. Tato prace ani jeji podstatna ¢ast nebyla

predloZena k ziskéani jiného nebo stejného akademického titulu.

Jsem si védoma toho, ze ptipadné vyuziti vysledki, ziskanych v této praci, mimo

Univerzitu Karlovu je mozné pouze po pisemném souhlasu této univerzity.

V Praze dne 15. srpna 2023 Veronika Venclova



Podékovani

Dékuji RNDr. Jakubovi Hranickovi, Ph.D. za vedeni mé diplomové prace a cenné
rady. Dale dékuji Mgr. Tomasi Hrbkovi za pomoc se statistickym zpracovanim pomoci

vicerozmérné analyzy. Nakonec dékuji své rodiné za podporu v prubéhu studia.



Abstrakt

Tato prace se vénuje stanoveni vapniku, hoic¢iku, fosforu, drasliku, sodiku, Zeleza,
zinku, médi, manganu a molybdenu v obilnych lepkovych moukach a jejich
bezlepkovych alternativach. Vzorky mouky byly rozkladany pomoci mikrovinného
zafizeni a prvky vroztocich byly nésledné stanovovany pomoci hmotnostniho
spektrometru s indukéné vazanym plazmatem. Pfed samotnym stanovenim prvka byla
provedena optimalizace rozkladu vybranych druht mouk. Cilem prace bylo stanoveni
uvedenych prvkl ve vzorcich mouk a vytvofit zdkladni prehled prvkového slozeni
ruznych druhti mouk. Tento piehled a porovnani jednotlivych druhit mouk ma pomoci

lidem s celiakii pti vybéru bezlepkovych alternativ za pSeni¢nou mouku.

Klicova slova

Hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem, mikrovinny rozklad,
vapnik, hoi¢ik, fosfor, draslik, sodik, zelezo, zinek, méd’, mangan, molybden, pSeni¢na

mouka, bezlepkové mouky, celiakie



Abstract

This study deals with the determination of calcium, magnesium, phosphorus,
potassium, sodium, iron, zinc, copper, manganese and molybdenum in cereal gluten
flours and its gluten-free alternatives. The flour samples were digested using a microwave
device and the elements in solution were subsequently determined using an inductively
coupled plasma mass spectrometer. Optimization of the digestion of the selected flours
was performer prior to the actual determination of the elements. The aim of the work was
to determine the above listed elements in the flour samples and to establish a basic
overview of the elemental composition of the different flours. This overview and
comparison of the different flours is intended to help the people with celiac disease to

choose gluten-free alternatives to wheat flour.
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1 UvVOoD

Celiakie je chronické autoimunni onemocnéni zpusobené nesnasenlivosti lepku
u geneticky predisponovanych jedinct. Bezlepkova dieta je jedinou dostupnou Iécbou
tohoto onemocnéni [1]. Celiaci musi vytadit ze své stravy psSeni¢nou mouku, kterd je
nejéast&ji konzumovanou moukou v Ceské republice [2]. Zaroveii se celiaci musi vzdat

1 dalSich druhti mouk, jako je naptiklad ¢asto konzumovana Spaldova nebo zitnd mouka

[3].

Prestoze bezlepkova dieta je v populaci ¢im dal vice rozsifend, udaje o prvkovém
slozeni bezlepkovych mouk a smési nejsou detailné prozkoumané a vetejné znamé [4].
Pro lidi s celiakii miize byt matouci se v bezlepkovych alternativach zorientovat a zaradit
je do stravy. Z tohoto divodu bylo hlavnim cilem této diplomové prace stanoveni
vybranych prvkl ve vzorcich mouk a vytvofeni piehledu prvkového slozeni riznych
druhii mouk a bezlepkovych smési. Stanovovany byly prvky, u nichz byl predpokladan
nedostatek snizenym piijmem v bezlepkovych potravinich a zhorSenym vstiebavanim
téchto prvki u lidi s celiakii. Mezi analyzovanymi vzorky mouky byly bézné& pouZzivané
obilné lepkové mouky, pfirozené bezlepkové mouky a bezlepkové smési dostupné
v Ceské republice. Pfestoze mouka neni posuzovéna jako dostateény zdroj viech
stanovovanych prvki, vzhledem k vysoké spotiebé pseni¢né mouky v Ceské republice
nezanedbatelné prispiva k dennimu piijmu rtiznych prvkl [5]. Proto bylo dalsi soucésti
prace zhodnoceni ptispévku pSeni¢éné mouky k dennimu piijmu prvki. Dal§im cilem této
prace bylo porovnat prvkové sloZeni bezlepkovych alternativ s prvkovym slozenim

pSeni¢né mouky.

Vysledky této diplomové prace mohou slouzit jako piehled pro porovnani jednotlivych
druhli mouk z hlediska prvkového zastoupeni a zarovenn mohou slouzit jako navod, jak

mouky vzdjemné michat a obohatit tak vysledny pokrm o potifebné prvky.



Shrnuti dil¢ich cila této diplomové prace

e Vypracovani reSerSe doporucené literatury a dalSich zdroji o soucasném stavu

problematiky

e Optimalizace rozkladu reprezentativnich vzorki mouk

e Rozklad vybranych druht mouk a ptiprava vzorku k analyze

e Stanoveni vybranych prvkl ve vzorcich mouk a bezlepkovych smési technikou
ICP-MS (optimalizace a kalibrace pfistroje, zjisténi zdkladnich charakteristik

stanoveni)

e Vyhodnoceni vysledki analyz vybranych druht mouk

e Vzijemné porovnani prvkového slozeni mouk
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Celiakie a bezlepkova dieta

Celiakie je chronické autoimunni onemocnéni zpusobené nesnasenlivosti lepku
u geneticky predisponovanych jedinci. Pii onemocnéni dochazi k atrofii klkt tenkého
stiteva s ndslednou malabsorpci. Malabsorpéni syndrom vede k nutri¢nim nedostatkiim
tykajicich se makro i mikrozivin [1]. ZavaZnost téchto nedostatkii mize byt ovlivnéna
délkou trvani onemocnéni, nez bylo diagnostikovano, rozsahem a lokalizaci poskozeni
tenkého stfeva, stupném malabsorpce nebo i samotnou lécbou celiakie. Nutriéni
nedostatky souvisejici s celiakii tak mohou byt zptisobeny samotnou celiakii nebo mohou

byt disledkem dodrzovani bezlepkové diety [6].

DodrZovani celozivotni bezlepkové diety je jedinou dostupnou 1écbou celiakie [6].
Poziti i malého mnozstvi lepku mizZe u osob s celiakii zplisobit zdvazné poruchy [7].
Pokud je bezlepkova dieta ptisné dodrzovana, dochézi ke zlepsSeni symptomi, laboratorni
nalezy se mohou vratit k normalu a u vétSiny pacientd dochazi k poklesu rizika vyskytu
komplikaci souvisejicich s celiakii [1] [6]. Studie [8] uvadi, ze i kdyz pacienti s celiakii
dodrzovali bezlepkovou dietu, nebyla u nich pozorovdna Uplnd obnova stfevni

mikroflory.

Predpokladalo se, Ze dodrzovani bezlepkové diety vede k vyfeSeni malabsorpce.
Studie v poslednich dvou desetiletich vSak prokéazaly, Ze ptisné dodrZzovani bezlepkové
diety mlze zpiisobovat nutri¢ni nedostatky a nerovnovahu. [4] [6] [9]. Studie prokazaly,
ze bezlepkova dieta nezarucCuje dostatecny nutri¢ni pfijem a Ze i1 po dlouhodobé 1&€bé
pomoci bezlepkové diety po dobu osmi az dvanacti let byly popsany nutri¢ni nedostatky.

Nejcastéji se jednalo o nedostatek Zeleza, vapniku, zinku a hot¢iku [3] [9].

Studie dospély k zavéru, Ze hlavnim urcujicim faktorem nutri¢niho deficitu u pacienti
s celiakii je vybér potravin. Bylo zjisténo, Ze vétSina bezlepkovych potravin, predevsim

pramyslovée zpracovanych, obsahuje nizké mnozstvi vyse zminénych prvki [4] [9].

Celiakie postihuje 0,5 — 1 % svétové populace. Predpoklada se, ze 75 % celiakd neni
diagnostikovanych. Tim se vystavuji riziku poSkozeni klki tenkého stfeva, nebot

bezpecna davka lepku pro lidi s celiakii je pouhych 10 mg lepku za den [10]. Piijem lepku
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z bézné stravy vysoce piesahuje tuto hodnotu [11]. Navic, mimo celiakii existuji dalsi
onemocnéni vyzadujici také dodrzovani bezlepkové diety, jako je alergie na pSenici a

neceliakalni intolerance lepku [12].

Bezlepkova dieta je v soucasnosti velice popularni. Hlavni pfi¢inou popularity
bezlepkové diety pritom neni vétsi vyskyt poruch souvisejicich s lepkem, ale mddni
trendy ve vyziveé. V ¢lanku [4] se mGzeme docCist, ze ve Spojenych Statech Americkych
vice nez 100 milioni lidi konzumuje bezlepkové produkty, pfi¢emz vétSina téchto lidi
neméa zadné poruchy souvisejici slepkem. I pfes velké mnozstvi prodavanych
bezlepkovych produkti neni jejich prvkové slozeni detailné prozkoumané a vetejné

zname [4].

2.2 Lepek

Lepek je hlavni zasobni bilkovinou pSeni¢nych zrn. PSeni¢né zrno obsahuje 8—15 %
bilkovin, z nichz 85-90 % predstavuje lepek. Rtizné odridy psSenice maji rizny obsah a
slozeni lepkovych bilkovin. Pfedpoklada se, ze primérny denni pfijem lepku v zapadni

stravé je 5-20 g/den. Lepek je tepelné stabilni a ma schopnost pasobit jako pojivo [11].

Lepek oznacuje smés stovek ptibuznych, ale odlisnych bilkovin, pfedevsim gliadinu
a gluteninu. Bilkoviny gliadinu a gluteninu se oznacuji jako prolaminy, piedstavuji
bilkoviny nerozpustné ve vodé€, vyznacuji se vysokym obsahem glutaminu a prolinovych
zbytkl. Vlastnosti lepku zavisi na poméru gliadint a gluteninti. Gliadiny pfispivaji vice

k viskozité a roztaZnosti tésta. Gluteniny pfispivaji k pevnosti a pruznosti té€sta [11].

Obiloviny obsahujici lepek jsou pSenice, Zito, je¢men a oves. Podobné bilkoviny jako
gliadin v pSenici se vyskytuji v zit€ jako sekalin, v je¢meni jako hordein a v ovsu jako
avenin, vSechny se také oznacuji jako lepek. VSechny tyto bilkoviny nazvané jako lepek

byly identifikovany jako latky schopné vyvolat celiakii [11].

2.3 Vyznam stanovovanych prvk( pro lidsky organismus

Nékteré¢ prvky jsou nezbytné pro fungovani lidského organismu. Téchto prvka je
dvaadvacet a rozliSujeme je na makroprvky a mikroprvky (stopové prvky). Mezi
makroprvky patii vapnik, hot¢ik, fosfor, draslik a sodik. Mezi mikroprvky patii Zelezo,

zinek, méd’, mangan, molybden a dalsi. Jejich pfijem ovliviiuje sloZeni stravy [13] [14].
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MAKROPRVKY

Vapnik

Vice nez 99 % vapniku v dospelém lidském téle je v kostech a zubech [15]. Dodava
jim jejich tvrdost a mechanickou odolnost. Vapnik je nezbytny pro srazeni krve a
svalovou kontrakci. Nedostatek vapniku muze zptisobit vznik osteopordzy, muze také

zpusobovat kiece a lamavost nehtt [13] [14].

Hor¢ik

Hot¢ik je druhy nejéastéjsi intraceluldrni kationt v lidském téle. Je soucasti
velkého mnozstvi enzymu a molekul ATP a ADP. Hoi¢ik se u lidi vstfebava prevazné
v tenkém stfevé. Nedostatek hoiciku zpisobuje psychické deprese, svalovou slabost,

kieCe zejména dolnich koncetin a zvySenou unavnost [14].

Fosfor

Fosfor je nezbytny pro transport a zasoby energie v buiikach. Podili se na svalové
kontrakci a vedeni nervového vzruchu. Deficit fosforu ve straveé byva vzacny. Nedostatek
fosforu se projevuje slabosti, bolestmi svall, poruchami perifernich nervii a poruchami

centralni nervové soustavy [14].

Draslik

Draslik je jednim z nejrozsitenéjSich prvki v lidském téle. Jedna se intracelularni iont,
98 % drasliku se nachazi uvnitf bunék. Draslik slouzi k udrZzovani osmotického tlaku,
elektrolytové homeostazy a acidobazické rovnovahy. Mezi ptiznaky deficitu drasliku
nebo pfesunu drasliku z extracelularniho prostoru do intraceluldrniho patfi poruchy

srde¢niho rytmu, svalova slabost a svalova paralyza koncetin [14] [16].

Sodik

Sodik je extracelularni kation. Sodik udrzuje transmembranové potencialy, bunécny
objem a homeostazu télnich tekutin. VétSina 80 — 90 % pfijiman¢ho sodiku je
k potravinam pfiddvana formou kuchyniské soli. Ve vyspélych zemich se setkdvame
s nadmérnym piijmem sodiku, ktery je spojovan s vysokym procentem vyskytu vysokého

krevniho tlaku [14] [17].

13



MIKROPRVKY

Zelezo
Zelezo je nezbytnou souéasti hemoglobinu a myoglobinu, slouzi k transportu kysliku.
Nedostatek zeleza mize zptsobit anémii, t€zkou tnavu, bledost, poruchy regulace tepla,

sniZzenou rezistenci proti infekci [14] [15].

Zinek
Zinek je stopovy prvek nutny pro aktivitu vice nez 200 enzymu. Nedostatek zinku
zpisobuje psychosomatické a psychomotorické poruchy, zanéty kiize a kozni ekzémy,

travici potize, poruchy bunécné imunity, poruchy smyslového vnimani [14].

Méd’

Med’ je dillezitou soucésti enzymi. VétSina téchto enzymd, v nichz je méd’ obsazena,
hraje vyznamnou roli v ptenosu kysliku. Méd’ se vstiebava v tenkém stievé a v malém
mnozstvi v zaludku. Nedostatek médi se projevuje anémii, leukopenii, osteoporézou a

pfedcasnym Sedivénim vlast [14].

Mangan

Mangan je prvek nezbytny pro ¢innost nékolika enzymt [18] a je dtlezity pro syntézu
cholesterolu. [14] Pokud je mangan pfijiman ve velkém mnozstvi, je toxicky. Bezpecna
davka, kterou lze konzumovat denné, byla stanovena na 10 mg/den. Informace
o nedostatku manganu jsou znané¢ omezené, hlaSeno bylo pouze nékolik piipadl

nedostatku manganu [18].

Molybden

Molybden je nezbytny pro spravnou funkci fady enzymti. Nedostatek molybdenu ma
za nasledek tachykardii a mentdlni poruchy. Molybden je ve stravé potfebny pouze
ve velmi nizkém mnozstvi. Pti vysSich davkach mize byt pro ¢loveka toxicky, uvadi se
pfijem 150 pg na kg hmotnosti. Toxicke U€inky jsou nizké. Nadbytek molybdenu snizuje

vstiebavani médi a vede k jejimu deficitu [14] [19].
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2.4 Doporuceny denni prijem prvkd
V Tab. 2.1 nalezneme doporuceny denni piijem makroprvki (sodik, draslik, véapnik,
hot¢ik a fosfor) pro zdravé dospélé jedince. Doporuceny denni piijem mikroprvka

(stopovych prvki) nalezneme v Tab. 2.2. [14]

Tab. 2.1: Doporuceny denni prijem sodiku, drasliku, vapniku, horciku a fosforu [14] [20]

Prvek Na[mg/den] K [mg/den] Ca[mg/den] Mg [mg/den] P [mg/den]

Muzi  3000-5000 3100 1000 420 1 600-2 400

Zeny  3000-5000 3100 1000 320 1 200-1 600

Tab. 2.2: Doporuceny denni prijem zinku, médi, zeleza, manganu a molybdenu [14] [19]

Prvek Zn[mg/den] Cu[mg/den] Fe[mg/den] Mn [mg/den] Mo [pg/den]

Muzi  12-15 1,5-3 10 2-5 25

Zeny 12-15 1,5-3 15 2-5 25

2.5 Nutri¢ni stav celiakl — hodnoceni prvkU

U celiakt se nejcastéji setkavame s nedostatkem zeleza, zinku, vapniku a hoi¢iku, coz

dokazuji i nésledujici studie.

Nékteré studie uvadi, Ze deficit zeleza se vyskytuje u 28—50 % pacientl s celiakii, jiné
studie uvadi, Ze vyskyt nedostatku Zeleza u celiakie se pohybuje az v rozmezi 12—69 %
[9] [3]. Nedostatek Zeleza se Casto vyskytuje u nove diagnostikovanych pacientti. Nékteré

studie uvadi nedostatek Zeleza i u pacientd dodrzujicich ptisnou bezlepkovou dietu [9].

Nedostatek Zeleza u celiakil je primérné disledkem zhorSeného vstiebavani Zeleza.
Nedostatek zeleza muize byt zplisoben i snizenym piijmem zeleza pii dodrzovani
bezlepkoveé diety nebo muze také dochazet k okultnim ztratdm krve v gastrointestinalnim
traktu. Ve studii [21] je uvedeno, ze okultni gastrointestindlni krvaceni bylo zjiSténo
u25% a 54 % pacientl s celiakii. Nové§jsi studie vSak naznacuji, Ze okultni krvaceni

do traviciho traktu mtize byt mnohem mén¢ Casté [9] [21].
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Studie [22] se zabyvala stavem nov¢ diagnostikovanych dospélych pacientt s celiakii.
Ptiblizn€ u 67 % pacientl s celiakii byl zjiStén nedostatek zinku, 32 % pacientli mélo

anémii a 46 % mélo nedostateéné zasoby zeleza.

Studie [23] provedend v Australii zjiStovala ptfijem hoi¢iku, vapniku, Zeleza a zinku.
Nedostatecny piijem hotc¢iku, vapniku a zeleza byl zjistén u vice nez desetiny Zen nove
diagnostikovanych s celiakii i u zen dodrzujicich bezlepkovou dietu nejméné dva roky.
Nedostatecny pfijem hoiciku, vapniku a zinku byl zjistén u vice nez desetiny novée
diagnostikovanych muzi. Nedostate¢ny ptijem hoiciku se vyskytoval v celé australské

populaci, ne pouze u celiaktl.

K nedostatku vapniku a fosforu miize dochazet v diisledku malabsorpce a vyhybani se
mlécnym vyrobkiim. Poskozené klky u pacientt s celiakii vedou k intoleranci laktozy,
kvtli snizené produkci laktazy, coz mize mit za nasledek pravé nedostatek fosforu a

vapniku [3] [24].

Dalsi studie se zaméfovala na nizky pfijem potifebnych prvka pii bezlepkové dieté.
Ptijem hot¢iku, zeleza, zinku, manganu a selenu byl v této studii u Zen s celiakii nizs§i nez
u srovnatelné populace konzumujici stravu obsahujici lepek. Primérny piijem vapniku
u pacientek na bezlepkové dieté byl v této studii vys$s$i nez u srovnatelné populace
konzumujici stravu obsahujici lepek. Nicméné doporuceny piijem vapniku spliiovalo

pouze 32 % pacientek s celiakii mladsich 55 let a jen 18 % pacientek star§ich 55 let. [25]

Nedostatek médi je vzacné hldSenou komplikaci celiakie. Prevalence nedostatku médi
u pacientll s celiakii neni znama. Studie [26] uvadi, ze u vSech pacienti s celiakii

a pfidruzenym nedostatkem médi se vyskytly neurologické komplikace.

2.6 Prvkové sloZeni bezlepkovych vyrobk(

O podrobném sloZeni bezlepkové stravy je zndmo pouze omezené mnozstvi informaci.
Nékteré informace udévaji studie [9] [25] [27] [28]. Studie [29] uvadi, Ze 64 z 83

bezlepkovych produktti mélo nizsi obsah Zeleza nez jejich lepkové varianty.

Jedna ze studii se zaméfila na posouzeni obsahu prvkil u bezlepkovych chlebt, vlocek
a téstovin a porovnani je s ptisluSnymi protéjsky obsahujici lepek. Nizsi obsah Zeleza byl

nalezen ve vSech tfech skupinach produktii. Niz§i mnozstvi manganu bylo zjisténo pouze
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v té€stovinach. U obsahu zinku a médi v této studii nebyly nalezeny vyznamné rozdily

oproti lepkovym protéjskam [30].

Studie [27] stanovovala As, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Hg, Mn, Mo, Ni, Pb, Sb, Se, Sn,
V, Zn v sedmnécti vzorcich bezlepkovych potravin. V ramci studie bylo zjisténo, ze
vysledné koncentrace nékterych stopovych prvk jsou nedostate¢né ve srovnani
s doporu¢enym dennim ptijmem, poskytuji pouze 1,1 % az 53 % doporucené denni davky
esencidlnich kovii. Zavéry studie jsou ve shod¢ s autory, ktefi potvrzuji, ze komercni
bezlepkové potraviny vyrobené z bezlepkovych mouk a Skrobli maji nizs§i nutri¢ni

hodnotu ve srovnani s protéjsky z pSenice.

Studie [28] se zabyvala celkovou stravou v Brazilii, pficemz byla zaloZena
na mnozstvi zkonzumovanych potravin. Studie udava koncentrace Ca, Cr, Fe, K, Naa Zn
a jejich celkové ptijaté mnozstvi za den vzhledem k celkovému dennimu ptijmu prvki.
Mezi potraviny, které predstavovaly nejvyssi podil prvkd na dennim piijmu pattily
1 chleby, které¢ obsahovaly 46,4 % chromu a 36,9 % Zeleza. Studie pracovala s idajem, Ze
mnozstvi zkonzumovaného chleba je 42,5 g/den. Na celkovém piijmu Zeleza se nejvice
podilely produkty obsahujici pSeni¢nou mouku a lusténiny. Primérny denni piijem
kazdého prvku byl vypocten vynasobenim koncentrace kazdého prvku ptislusnou

hmotnosti potraviny v g/den.

2.7 Obohacovani mouky o prvky

Obohacovani hojné konzumovanych potravin mé podle odbornikt potencial zlepSit
nutri¢ni slozeni potravin. Obohacovani potravin navic nevyZaduje zmény ve stravovacich
navycich populace. Svétova zdravotnicka organizace vydala doporuceni pro obohacovani
pSeni¢né a kukuficné mouky, z prvkl se jednalo o zinek a Zelezo. ProtoZze pSenicna a
kukufiéna mouka jsou rozSifené a hojné¢ konzumované potraviny, mize jejich

obohacovani zlepsit nutri¢ni stav velké ¢asti populace [31].

Po celém svéte je rocné semleto vice nez 600 miliont tun pSeni¢né a kukuti¢né mouky.
Ptedpoklada se, ze podil obohacované mouky je 97 % v Americe, 31 % v Africe, 21 %
v jihovychodni Asii a 6 % v Evropé. Dobrovolné nebo povinné obohacovani mouky

zavisi na rozhodovacich organech dané zemé. [31].
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Podminky ptidavani prvki do potravin v Ceské republice upravuje Natizeni
evropského parlamentu a rady (ES) ¢. 1925/2006 [32]. Natfizeni oznamuje, Zze mineralni
latky mohou vyrobci pifiddvat na zakladé svého rozhodnuti nebo je musi pifidavat
na zaklad¢ zvlastnich predpist. Mezi prvky, které mohou byt pfidavany do potravin patii
Ca, Mg, Fe, Cu, I, Zn, Mn, Na, K, Se, Cr, Mo, F, Cl, P. Potraviny obohacené o mineralni
latky vyrobci vétSinou propaguji. Piidavané mineralni latky do potravin nesmi piesahnout
uréita mnozstvi [33]. Bezlepkové vyrobky na rozdil od béznych vyrobkd vétSinou

nebyvaji obohaceny prvky [7].

Ptikladem studie zabyvajici se danou problematikou je studie [34], jejiz cilem bylo
porovnanim existujicich dat posoudit vyskyt anémie u déti v zemich, které obohacuji
pSeni¢nou mouku (nebo v kombinaci s kukuficnou moukou) a zemi, které tak necini.
Vysledky naznacuji, Ze by obohacovani mouky mohlo snizit vyskyt anémie v populaci,
protoze bylo pozorovano snizeni vyskytu anémie pouze v zemich, které mouku

obohacuji.

2.8 Faktory ovliviujici prvkové slozeni

Rada studii potvrdila, Zze prvkové sloZeni latek se miize ménit s riznymi faktory [5]
[35]. Jednim z hlavnich faktorG mize byt misto ptivodu. Ve studii [5] bylo zjisténo, ze
na mnozstvi prvkl v pSeni¢nych zrnech mize mit vliv kromé lokality také genotyp a
podminky hospodateni. Pfidavek hnojiva za ucelem ziskani vysokého vynosu nemél vliv

na koncentraci prvkd v zrnech pSenice.

Studie [5] se zabyvala ptispévkem prvki z psSenice k jejich celkovému doporu¢enému
dennimu pfijmu a vlivem lokality péstovani na koncentraci prvkl v pSenici. Jednalo se
o zrna pSenice namleté na mouku, tedy o mouku celozrnnou. VétSina mouk métenych
v této praci nejsou celozrnné, obaly zrn v nich nejsou obsazeny. Kvili tomu neni mozné
pfimo porovnavat samotné hodnoty koncentrace prvkli mezi moukami ve studii [5] a
moukami zkoumanymi v této praci. Studie [5] vSak dobfe vystihuje vliv zavislosti
koncentrace prvkd na lokalit¢ péstovani mouky. Rozdil v koncentraci prvkid mezi
lokalitami jsou vedeny v Tab. 2.3. Byly zjistény rozdily v koncentracich prvka. Alnarp
vykazoval vysoky obsah fosforu a molybdenu, Bohuslidn nizkou koncentraci médi a

vyznamné vys$si obsah manganu. Pro Uppsalu byl charakteristicky vysoky obsah zeleza,
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vysoky obsah zinku, nizky obsah molybdenu. Zavérem studie bylo, Ze rozdily

v prvkovém sloZeni mohou zaviset na charakteristikach piidy konkrétni lokality.

Tab. 2.3: Stanovené koncentrace prvkit v riiznych lokalitach

mg kg! Cu Fe Mg Zn Ca Mn Mo P K

Alnarp 529 384 1300 39,9 382 242 2,19 4470 4180
Bohuslan 3,79 38,2 1190 35,8 330 41,2 1,33 3300 3390
Gotland 5,34 33,1 1220 36,2 369 17,0 1,13 3800 4070

Uppsala 5,66 49,6 1210 43,4 411 17,0 0,71 3500 3890

Ve studii [36] bylo hodnoceno minerédlni sloZeni pSenicné mouky konzumované
v Brazilii. Celkem bylo zkoumano 54 vzorkl z 15 mést. Cilem prace bylo otestovat
homogenitu vyslednych koncentraci. Stanovované prvky byly véapnik, méd’, hofi¢ik,
mangan, zelezo, fosfor, draslik a zinek. Rozsahy vyslednych koncentraci makroprvki
v pSeni¢né mouce udava Tab. 2.4. Koncentracni rozsahy mikroprvki uvadi 7ab. 2.5.
Analyza hlavnich komponent a hierarchickd shlukova analyza poskytly uzite¢né
informace o podobnosti mezi vzorky. Analyza prvkového slozeni odhalila tfi rizné

skupiny vzorkda.

Tab. 2.4: Rozsahy koncentraci u makroprvkii [36]

Prvek Vapnik Hoft¢ik Draslik Fosfor

Koncentraéni rozsah mg g'1 0,11-1,96 0,19-0,51 0,76-3,16 0,81-7,15

Tab. 2.5: Rozsahy koncentraci u mikroprvkii [36]

Prvek Meéd Zelezo Mangan Zinek

Koncentra¢ni rozsah pug g! 1,00-2,80 10,5-146,6 3,9-14,7 5,1-139

Dalsi studie se zabyvala stanovenim prvkll v maniokové, kukufi¢né a pSenicné mouce.

Vzorky mouk byly nésledné klasifikovany pomoci analyzy hlavnich komponent a
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hierarchické shlukové analyzy. Byly zjistény tii odlisné typy vzorkti mouk podle slozeni
13 prvki. Tyto zjisténé skupiny odpovidaly jednotlivym druhtim mouky. Zietelné
oddéleni maniokové, kukufi¢né a pSeniéné mouky je vidét v diagramu na Obr. 2.1. [35]
V ptipadé¢ této prace ma tedy druh mouky vyrazné vétsi vliv na jeji prvkové slozeni nez

samotna lokalita péstovani.
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Obr. 2.1: Diagram skore pro rozdéleni vzorkit mezi PC1 a PC2 [35]

2.9 Obiloviny, lusténiny, ofechy a seminka

Mouka vznika rozemletim zrna, lusténin, ofechli nebo semen. Mouku Ize podle toho,

z ¢eho byla namleta rozd¢lit do Etyt skupin (ofechy, lusténiny, semena, obiloviny).

Mezi obiloviny patii pSenice, Zito, jeCmen, oves, ryze, kukufice, Cirok, jahly. Mezi
pseudoobiloviny patii pohanka, amarant a quinoa. Pseudoobiloviny jsou chemickym
slozenim podobné obilovinam. Hrach a cizrna se fadi mezi lusténiny [37]. Mandle a
kokosovy ofech patii mezi ofechy [38]. Konopné seminko a Inéné seminko patii mezi

semena [39].

2.10 Denni prijem mouky
Obiloviny jsou zakladni slozkou vyzivy. Je tieba si uvédomit, ze pro ¢ast lidské
populace jsou obiloviny jedinym trvalym zdrojem nékterych prvkia [37]. Nejcastéji

konzumovanou obilovinou v Ceské republice je pSenice. Primérna spotieba pSenicné
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mouky v Ceské republice v roce 2020 byla 94,9 kg na obyvatele za rok, coz odpovida

pramérné spotiebé psenicné mouky 260 g na osobu za den [2].

2.11 Rozklad v uzavrenych nadobach

Kritickym krokem pro vétSinu analytickych metod pro stanoveni prvkl ve vzorcich
potravin je rozklad vzorku. Jednou z moznosti je rozklad vzorku kyselinami v uzavienych
nadobach v systémech mikrovinnych rozkladnych zatfizenich, ktery zajisti rychly
aucinny rozklad vzorku a jeho soucasné prevedeni do roztoku. Pouziti uzavienych
rozkladnych nddob obecné snizi ¢as potifebny pro pievedeni vzorku do roztoku. Dalsi
vyhodou tohoto zpisobu rozkladu vzorku je, Ze je prakticky vylouceno riziko
kontaminace vzorku a ztraty analytu odpafovanim. Kysely rozklad vzorkl v uzavienych
nadobéach pomoci mikrovinného zatfeni a ptislusSnych minerdlnich kyselin se tak stava
¢asto pouzivanou technikou piipravy vzorkl. Pfetrvavajicim problémem zlstdva neuplny

rozklad obtizné rozlozitelnych latek [40] [41] [42].

Rozkladné mikrovinné zarizeni [43]

K rozkladu vzorki v této diplomové préci bylo pouzito rozkladné mikrovinné zatizeni
Speedwave Xpert firmy Berghof. Toto zafizeni je urceno k tlakovému rozkladu
pii teplotach do 260 °C. Jedna se o mikrovinnou troubu vyrobenou z nerezové oceli
s povlakem z paraformaldehydu. Zafizeni je vybaveno bezpecnostnim vikem a
elektronickym blokovanim. Zatizeni ma vnitini kruhovou komoru, do které se vklada
karusel pro rozkladné patrony se vzorky pro rovnomérné rozloZeni prochazejicich

mikrovin. Technické zobrazeni ptistroje je zobrazeno na Obr. 2.2.
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Obr. 2.2: 1 — otocné viko, 2 — rotor, 3 — tlakova rozkladnd nadoba, 4 — pripojeni odsavani,
5 — nouzové odemceni, 6 — vetraci mrizky, 7 — elektrické pripojent, vypinac, konektor
(prevzato a upraveno) [43]

Patrony jsou vybaveny priraznym diskem navrzenym tak, ze v ptipadé¢ nadmérného
tlaku v rozkladné nadobé dojde k protrzeni disku a uvolnéni par. Rozkladné nadoby jsou
pfipojeny k systému zajist'ujici odvadeéni horkych a ziravych par pii protrzeni prirazného
disku. Tento systém odvadeéni par je umistén uprostfed mikrovinné trouby a je napojen
na odséavani. Pfistroj je vybaven mechanickym odemknutim zafizeni, které umoznuje
v nouzovych ptipadech otevieni vika. Soucasti pristroje je i specidlni ventilator a vétraci

miizky zajist'ujici dostatecné chlazeni pfistroje.

V uvedeném rozkladném zafizeni je zabudovén systém monitorujici teplotu uvnitf i
vné rozkladné patrony méfenim infraCerven¢ho zafeni. Tim, jak se rozkladné patrony
spolu s karuselem otaci, je umoznéno monitorovani teploty postupné u vSech patron
v karuselu. Informace o teploté uvnitf patron jsou pouzity k regulaci vykonu magnetronu,
ktery umoziuje ménit svilj vykon a tim 1 aktuélni teplotu (a tlak) uvnitt rozkladné patrony.
Systém DIRC (Direct IR Control) vyuziva infracervené ¢idlo umisténé na dné vnitiniho
prostoru a snima postupné zateni prostupujici dno vSech patron a méii tak teplotu
rozkladné smési uvnitt patrony. Systém OTC (Optical Temperature Cut-off) vyuziva
dalsi infracervené cislo pro sledovani teploty vnéj$itho povrchu patrony. Pokud je
extrémné prekrocena nastavena teplota, rozkladné zafizeni Speedwave Xpert se

automaticky vypne [43].
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K ovladani mikrovinného rozkladného zatizeni se pouziva samostatna fidici jednotka
s dotykovym displejem. Vzorky jsou rozklddany v uzavienych nadobach. Popis Casti

rozkladné patrony DAP-60 pouzivané pro rozklad v mikrovinném zatizeni je na Obr. 2.3.

Obr. 2.3: Popis patrony: 1 — teflonovy uzaver, 2 — prurazny disk, 3 — teflonové vicko, 4 —
telo patrony (prevzato a upraveno) [43]

Patrony DAP-60 jsou odolné vii¢i vSsem béznym mineralnim kyselindm (HNO3, HF).
Zatizeni je konstruovano pro dvanact patron. Pokud je pottebné provést rozklad s méné
nez dvandcti patronami, je potfeba zvolit umisténi patron v rotoru podle navodu vyrobce.

Na Obr. 2.4 je zobrazeno usporadani pro rozklad s jedenacti patronami, pouzité v této
praci.

Obr. 2.4: Rozmisténi patron pri pouziti jedendcti patron pri rozkladu (prevzato) [43]

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

Hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem (ICP-MS) je viceprvkova
analytickd technika, ktera kombinuje indukéné vazané plazma slouzici jako zdroj ionta a

hmotnostni spektrometrii, ktera ionty separuje a deteguje [44] [45]. Technika byla
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komer¢né zavedena v roce 1983. Jedna se o jednu z nejefektivnéjSich metod stanoveni
vicero prvkll soucasné v roztocich. Hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym
plazmatem se stala nenahraditelnym nastrojem pro stanoveni stopovych prvki
v potravinach. Touto technikou Ize dosdhnout pro témét vSechny prvky nizkych
detek¢nich limith a zaroven vykazuje Siroky linedrni dynamicky rozsah. Koncentrace

vetsiny analyzovanych prvki 1ze stanovit na tirovni ppb ¢i dokonce ppt [45] [46] [47].

Princip metody

Kapalny vzorek je pomoci autosampleru, peristaltické pumpy, zmlzovace a mlzné
komory pfeveden na aerosol, ktery je nasledné vnasen do plazmové hlavice, ve které je
ve vysokofrekven¢nim elektromagnetickém poli udrzovano argonové plazma o teploté
6 000 az 10 000 K. V plazmatu je jemny aerosol vzorku odpaten a jednotlivé slouceniny
jsou disociovany, atomizovany a ionizovany. Pfednostné dochazi k ionizaci do prvniho
stupn€. lonty jsou zplazmatu zaatmosférického tlaku vedeny pies interface
do hmotnostniho spektrometru, kde je udrZovano velmi nizké vakuum. Svazek iontl
z iontové optiky vstupuje do analyzatoru, ktery ionty rozdéli dle poméru ndboj/hmotnost.
Po prichodu analyzatorem dopadaji vyselektované ionty na detektor, ktery prevadi proud

iontll na elektricky signal [45] [48].

Instrumentace

Zaklad pfistroje tvoii zafizeni pro pfivod analyzovaného vzorku, iontovy zdroj,
rozhrani mezi iontovym zdrojem a hmotnostnim spektrometrem, iontova optika,
analyzator, detektor a fidici jednotka [45]. Schéma hmotnostniho spektrometru

s indukéné vazanym plazmatem je zobrazeno na Obr.2.5.
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Obr. 2.5: Schéma hmotnostniho spektrometru s indukcné vazanym plazmatem (prevzato a
upraveno) [44]

Systém zavadéni vzorku

Kapalny vzorek je zmlzovan pomoci zmlzovace a mlzné komory a je vnasen
do plazmatu ve form¢ aerosolu [45]. Vznik aerosolu je zptisoben kinetickou energii
argonu proudiciho z trysky vyssi rychlosti, nez je rychlost proudéni kapalného vzorku.
Transport kapalného vzorku je fizen peristaltickym Cerpadlem. Idealné je potieba ziskat

r

aerosol s nizkou distribuci velikosti ¢astic a zaroven obsahujici Castice s prumérem
mensim nez 10 um. K tomuto ucelu slouzi mlzné komory. U vétSiny systému je
do poZadované velikosti ¢astic prevedeno jen asi 1 az 5 % vzorku. Zbytek vzorku je

odveden do odpadu [47] [48].

Pevné vzorky jsou nejCastéji prevadény piimo nebo mineralizaci do roztokl [45].

Schéma mlzné komory se zmlZovacem je uvedeno na Obr. 2.6.

6

Obr. 2.6: Schéma mizné komory se zmlZovacem: 1 — zlmZeny vzorek, 2 —zmilZovac, 3 — roztok
vzorku, 4 — argon do zmlZovace, 5 — milzna komora, 6 — odpad (prevzato a upraveno) [44]
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Induk¢né vazané plazma

Plazma je ionizovany plyn, ktery se skladd z kladn€ nabitych iontd a volnych
elektrontl. Ukolem plazmatu v ICP-MS je ionizovat vzorek. Indukéné vazané plazma je
povazovano za tvrdou ioniza¢ni techniku, protoze zcela atomizuje vétSinu molekul

ve vzorku. Piistroje ICP-MS pouzivaji az na vyjimky argonové plazma [49].

Plazma se tvofi na konci tfi koncentrickych kifemennych trubic. VSemi tfemi
kfemennymi trubicemi proudi argon. Vnéj$i kiemennou trubici proudi hlavni zdroj
argonu oznacovany jako plazmovy, ktery slouzi jako chladici vrstva a chrani stény
plazmové hlavice pied roztavenim. Soustiednou kiemennou trubici je veden proud
argonu nazyvany jako pomocny, ktery ma za ukol chranit Spicku injektoru
pred plazmatem. Vnitini trubice se nazyva injektor a obsahuje aerosol vzorku v proudu
argonu. Indukéni civka, ktera je pfipojena k radiofrekvenénimu generatoru, vytvari
elektromagnetické pole. Aplikovany vyboj ionizuje atomy argonu a vytvafi ionty a
elektrony, které jsou ovlivilovany elektromagnetickym polem. lonty a elektrony se
srazeji, ionizuji dal§i atomy, vytvaii obrovské mnozstvi tepla. Plazma ma tvar prstence a
dosahuje teploty az 10 000 K, vétSinou se teplota pohybuje mezi 7 000 — 8 000 K.
Na Obr. 2.7 je zobrazeno schéma plazmové hlavice [48] [49].
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Obr.2.7: Schema plazmové hlavice: 1- vzorek s argonem, 2 — plazmovy argon, 3 — pomocny
argon, 4 — kremenna trubice, 5 — injektor, 6 — zavity indukcni civky (prevzato a upraveno)

[48]

Ionizace

ZmlZeny vzorek je undSen proudem argonu do plazmatu. Vzorek je v plazmatu
odpafen, atomizovan a ionizovan. Stupenl ionizace zavisi na teplot¢ plazmatu a
ioniza¢nim potencidlu prvku. VétSina prvkil ma prvni ionizacni potencial niz$i neZ argon,

lze je tak Uc€inné ionizovat. Indukéné vazané plazma je tak velmi ucinny zdroj iontl
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s vysokou uc¢innosti atomizace a téméet stoprocentni i€innosti ionizace vétSiny prvki [45]

[49].

Rozhrani

Spojeni mezi induk¢éné vazanym plazmatem a hmotnostnim spektrometrem tvoii tzv.
interface. Ten je tvofen dvojici kuzeli, které slouzi jako délice tlaku. Prvni kuzel je
v kontaktu s plazmatem a nazyva se vnéjsi kuzel (sampler), druhy kuZzel je oznacovany
jako vnitini (skimmer). Ve vrcholech kuzell jsou otvory o priméru kolem 1 mm. Kuzely
jsou snadno demontovatelné. Nejéastéji pouzivanym materidlem je nikl nebo platina.
Rozhrani je nejvice namdhanou casti pristroje, protoze je v piimém kontaktu
s plazmatem. V rozhrani dochazi k oddéleni hlavniho toku argonu od toku atomi a ionti

analyzovaného vzorku [44] [45] [49].

Ionty, fotony a neutralni castice jsou z plazmatu odebirany za atmosférického tlaku.
V prostoru mezi vnéj$im a vnitinim kuzelem je udrzovan tlak okolo 500 Pa. Po prichodu
vnéj$im kuzelem se vzorek dostava do hmotnostniho spektrometru, kde je udrzovan tlak
10 Pa. Vakuum zajit'uje dostate¢nou stiedni volnou drahu atomti, ktera je delsi nez
délka kvadrupolového analyzatoru. Timto zplisobem je omezeno mnozstvi vzajemnych

srazek v analyzatoru [45] [48].

Iontova optika

Ukolem iontové optiky je pied vstupem do hmotnostniho analyzatoru ziskat svazek
iontll, ktery nebude obsahovat fotony, elektroneutralni ¢astice a ¢asti iontd, které by
mohly zvySovat Sum. Elektricky neutralni ¢astice neovliviiuje elektromagnetické pole,
k jejich odstranéni tak staci do jejich drahy umistit mechanickou prekazku, ktera ptisobi
jako pohlcovag a o kterou se elektricky neutrdlni ¢astice zastavi. Analyzované ionty se

vychyli elektrickym polem mimo osu tak, aby se vyhnuly prekazce [45] [49].

Hmotnostni analyzator
Analyzator iontl se vyuziva k rozdéleni jednotlivych ionti podle poméru hmotnosti a

naboje. Spektrometr Agilent 7900 pouZziva kvadrupdlovy analyzétor [45].

Kvadrupoélovy analyzator (kvadrupol) se sklada ze ¢tyt kovovych tyci. Tyto tyce jsou

umistény rovnobézné ve stejné vzdalenosti od osy analyzatoru. Kvadrupolovy analyzator
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pracuje jako filtr. Ionty jsou v kvadrupdlovém analyzatoru rozkmitdny a dochézi
k pohybu iontl k detektoru. Urcita frekvence na elektrodach a ménici se amplituda napéti
na ty¢ich umoznuje prichod iontu v zavislosti na jeho ndboji a hmotnosti. Pomér
hmotnosti a naboje je linedrné zavisly na elektrickém potencialu elektrod. Ionty proslé

kvadrupolem dopadaji na detektor [44] [45] [48].

Detektor
Iont dopadajici na prvni dynodu detektoru zptisobi emisi n¢kolika elektronti z povrchu,
které nasledné¢ dopadnou na dal$i dynodu a uvolni dalsi elektrony. Vznika zvySujici se

tok elektronli, ktery je zaznamenan jako vysledny signal. Vysledny signal je dale

zpracovan [44] [48] [49].

Interference
U ICP-MS se setkdvame s interferencemi spektralnimi danymi piekryvem
izobarickych ionti ve spektru a interferencemi nespektralnimi zptisobenymi zejména

slozenim matrice [44].

Mezi spektralni interference patii izobaricky ptekryv, ktery nastava, pokud maji dva
izotopy ruznych prvka prakticky stejnou hmotnost. Jedna se o Castice pocetné se
vyskytujici v argonovém plazmatu jako je Ar" nebo ArAr", které komplikuji stanoveni
napiiklad K, Ca a Se. Izobarické interference lze eliminovat tim, Ze je méfen signal
izotopu, ktery interference nevykazuje nebo se provede matematicka korelace. Spektralni
interference zptlisobuje 1 vznik polyatomickych ¢astic. Prvky matrice nebo nosného plynu
se spojuji do polyatomickych castic. Jednd se piedevSim o polyatomické castice
vznikajicimi kombinaci Ar, O, C, N, H. Typickymi piiklady jsou ArOH', ArH", N,H",

CO;" a dalsi. Tyto interference lze eliminovat pouzitim heliové cely [44] [48].

Nespektralni interference mtizou byt zplsobeny velkym mnozstvim rozpusSténych
latek, které zahlcuji otvory kuzelii a zplisobuji posun signdlu nebo mohou byt vyvolany
matriénimi prvky. Vlivem velkého mnoZstvi snadno ionizovatelnych prvkd dochazi
ke zméné intenzity signdlu stanovovaného prvku. Potlalit interference lze fedénim

vzorkll, pomoci interniho standardu nebo pouzitim vnitiniho standardu [44] [48].

28



Vyhody ICP-MS

Ve srovnani s atomovou absorp¢ni spektrometrii (AAS) umoznuje ICP-MS a opticka
emisni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem (ICP-OES) stanoveni vice prvki
sou¢asné s dobrou citlivosti pii Sirokém linearnim dynamickém rozsahu. Siroky linearni
dynamicky rozsah umoznuje stanovit hlavni a stopové prvky pii stejném nasttiku vzorku.
Vyhodou ICP-MS oproti ICP-OES je stanoveni prvkii s velmi nizkymi detekéni limity.
Navic ve srovnani s ICP-OES poskytuje ICP-MS jednodussi spektralni interpretaci a
izotopové udaje [42] [49].

Dalsi vyhodou ICP-MS je kratka doba stanoveni, kterd umoziuje béhem nékolika
sekund zmétit koncentrace Siroké Skaly prvka [44]. Diky vysoké teploté indukéné
vazaného plazmatu se pii méfeni pomoci ICP-MS vyskytuje minimum matricovych
interferenci oproti ostatnim technikdm. K hmotnostnimu spektrometru s indukéné
vazanym plazmatem lze piipojit specializované systémy pro zavadéni vzorkd, jako jsou

laserova ablace, generatory hydridl a chromatografické systémy [47].

Omezeni ICP-MS pfri stanoveni prvki v potravinach

Omezenim ICP-MS je, ze pii stanoveni prvkl ve vzorcich potravin dochézi kvili
vysoké koncentraci organické matrice k interferencim. Interference lze minimalizovat
nebo odstranit pouzitim vhodnych alternativnich izotopti nebo rovnic pro korelaci

interferenci.

Dalsim dutlezitym aspektem je, ze vzorky musi byt pted stanovenim pomoci ICP-MS
rozlozeny vhodnymi metodami a pievedeny tak do kapalného stavu (roztoku) [42].
Vzorek nesmi obsahovat vysoké koncentrace kyselin, které by zptisobily korozi vnéjsiho
kuzele rozhrani, ptipadné i dalSich ¢asti hmotnostniho spektrometru [44]. Bylo zjisténo,
ze pouziti zfedénych kyselin pii mikrovinném rozkladu je dobrou alternativou
misto pouziti koncentrovanych kyselin. Pouziti zifedénych kyselin zlepSuje hodnoty
pro slepé vzorky a tim sniZuje meze stanovitelnosti, mnozstvi vzniklého odpadu a
poskozeni rozhrani ve srovnani s pouzitim koncentrovanych kyselin [35]. Vzorek nesmi
obsahovat velké mnozstvi soli, které by mohly zplsobit zaneseni otvoru ve vnéjSim

kuzelu a zménit tim parametry méfeni [44].
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Pfi rutinni analyze pomoci ICP-MS se doporucuje pouzivat interni standardy, aby se

kompenzoval mozny drift pti dlouhodobém provozu. [42]

Na Obr. 2.8 je zobrazen hmotnostni spektrometr s indukéné védzanym plazmatem

Agilent 7900. [50]

Obr. 2.8: 1 - systém zavadeni vzorku (zmlZovani vzorku), 2 - privod vzorku do plazmatu, 3 -
ICP hlavice, 4 - interface, 5 - vysokofrekvencni generdtor, 6 - turbomolekularni pumpa, 7 -
detektor, 8 - kvadrupolovy analyzator, 9 - kolizni / reakcni cela, 10 - iontova optika

(prrevzato a upraveno) [50]

2.13 Stanovované prvky — ICP-MS
MAKROPRVKY

Vapnik

Viépnik ma Sest stabilnich izotopl 40Ca, #Ca, ¥*Ca, *Ca, *Ca, ®Ca. Prvni ionizaéni
energie vapniku je 6,11 eV. Nejhojnéji vyskytujicim izotopem se zastoupenim 96,9 % je
vapnik “°Ca. Hlavni izotop *°Ca je ale ptimo prekryt hlavnim pikem *“°Ar z plazmatu, coz
zpusobuje, Ze je vapnik obtizné stanovit ve stopovych mnozstvich. Dal§im nejhojnéji se
vyskytujicim izotopem je **Ca, ktery ma 2,1% zastoupeni a poskytuje tak nizkou citlivost.

Nedostatecna citlivost vétSinou nebyva problémem, protoze vapnik se obvykle stanovuje
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na urovnich ppb nebo ppm. Vépnik je ionizovan v argonovém plazmatu ptiblizné z 99 %

a je stabilni v mirn¢ kyselych roztocich. [51]

Izotop **Ca podléha interferenci iont CO,. Tuto interferenci lze ¢inn& odstranit

pouzitim kolizni cely s heliem (tzv. heliovy mod). [51]

Hor¢ik

Hoi¢ik ma tii stabilni izotopy >*Mg, Mg a 2*Mg. Nejhojnéji vyskytujicim se izotopem
je izotop 2*Mg, ktery piedstavuje 78,99 % prirozeného vyskytu. Hot¢ik je stabilni v mirné
kyselych roztocich a doporucuje se skladovat v plastovych nadobéch. Prvni ioniza¢ni
energie hoiciku je 7,65 eV. V plazmatu argonu je ionizovan piiblizn€ z 90 %. Problémem
pfi stanoveni hot¢iku miize byt kontaminace. Pfitomnost uhliku ve vzorcich mize vést
k interferencim CC a CO. Ionty Ti"" mohou interferovat pii stanoveni stopového

mnozstvi s hof¢ikem, ale pouze pokud je titan hlavni slozkou vzorku. [51]

Fosfor

Fosfor je monoizotopicky prvek, stabilnim izotopem je 3'P. Prvni ionizaéni energie
fosforu je 10,49 eV. Fosfor je obtizné stanovit ve stopovych mnoZstvich, protoze je
ionizovan pouze ze 7,5 %. Fosfor podléha interferencim NO a NOH, navic snadno tvofi
oxidy, a tak vzorky obsahujici velké mnozstvi fosforu mohou vést k interferencim PO a

POH na titanu. [51]

Draslik

Draslik ma tfi stabilni izotopy ¥K, *°K, *'K. Draslik je témé&f 100% ionizovan
v argonovém plazmatu. Prvni ioniza¢ni energie drasliku je 4,34 eV. Hlavni izotop *°K,
ktery zaujima 93,26 %, podléhd silnym interferencim ArH, proto je obtizné draslik

stanovit ve stopovych mnoZstvich. Draslik je stabilni v mirné kyselém roztoku. [51]

Sodik

Sodik je monoizotopicky prvek, jeho stabilni izotop je 2*Na. Prvni ionizaéni potencidl
sodiku je 5,14 eV. Sodik prudce reaguje s vodou a rozpousti se v ni. Jeho vysoka
rozpustnost miiZze vést k vysokym hladindm pozadi, proto se nedoporucuje jako vnitini

standard. V argonové plazmé je téméf 100% ionizovan. Muze se sluCovat v argonu
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za vzniku NaAr, ktery interaguje s **Cu. Sodik je stabilni v mirné kyselych roztocich a

mél by se skladovat v plastovych nadobach. [51]
MIKROPRVKY

Zelezo

Zelezo ma &tyfi stabilni izotopy >*Fe, °Fe, *"Fe a **Fe. Vyskyt izotopu *°Fe je 91,8 %
a izotopu **Fe je 5,9 %. Prvni ioniza¢ni energie Zeleza je 7,9 eV. Roztoky Zeleza jsou
stabilni ve ziedéné kyseling dusi¢né. Zelezo je v argonovém plazmatu ionizovano asi
z 86 %. Zelezo je obtizné stanovitelné, protoze vsechny izotopy Zeleza jsou zatizeny
izobarickymi piekryvy nebo polyatomickymi interferencemi. U *Fe a Fe lze
interference typu ArN a ArO a matricové interference, jako je naptiklad CaO, odstranit

pomoci rezimu heliové cely. [51]

Zinek

Zinek m4 pét stabilnich izotopti ®*Zn, ®Zn, ¢’Zn, ®3Zn a "°Zn. Prvni ioniza¢ni energie
zinku je 9,39 eV. Nejrozsifendjsim izotopem se zastoupenim 48,3 % je izotop ®*Zn.
V argonovém plazmatu je zinek ionizovan pouze z 33 %. Zinek je stabilni ve zfedénych
roztocich kyseliny dusi¢né. Pfitomnost sloucenin siry ve vzorku miZze vést
k interferencim SS a SO», které 1ze odstranit pouzitim rezimu heliové cely. U izotopu

64Zn mtize dochézet k interferencim typu MgAr. [51]

Méd’

Meéd ma dva izotopy **Cu a ®*Cu. Rozsifengj§im izotopem je %Cu zaujimajici 69,15 %
celkového vyskytu. U obou izotopl se vyskytuji interference s oxidy vapniku a titanu.
U %Cu se vyskytuji interference typu NaAr. Prvni ionizaéni energie médi je 7,73 eV.
Med je stabilni ve zfedéné kyseliné dusi¢né. Méd je téméf z 90 % ionizovand
v argonovém plazmatu. [51]

Mangan
Mangan je monoizotopicky, jedinym stabilnim izotopem je **Mn. Prvni ioniza¢ni

energie manganu je 7,43 eV. Mangan je v argonovém plazmatu ionizovan pfiblizné

293 %. Jednd se o prvek stabilni ve zfedéném roztoku kyseliny dusi¢né. Vysoka
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koncentrace drasliku zpiisobuje interferenci KO na mangan, kterou 1ze snadno odstranit

pomoci rezimu heliové cely [51].

Molybden

Molybden mé sedm stabilnich izotopt *>Mo, **Mo, **Mo, **Mo, *’Mo, **Mo a **Mo.
Prvni ioniza¢ni energie molybdenu je 7,09 eV. Molybden je v argonovém plazmatu
ionizovan z vice nez 95 %. Formy molybdenu, v nichZ je navazan kyslik se mohou

prekryvat s izotopy kadmia. Rezim heliové cely mlize minimalizovat tvorbu MoO [51].

2.14 Stanoveni prvk( v potravinach pomoci ICP-MS

Stanovenim prvka a optimalizaci metod pro stanoveni prvkl v potravindch pomoci
ICP-MS se zabyvaly rizné studie. Nasledujici prehled uvadi studie zabyvajici se
stanovenim prvkll v pSeni¢né mouce, bezlepkovych moukéich a jinych potravindch.
Uvedeny jsou pracovni postupy, pouZité izotopy a zdvéry optimalizace metod

pro stanoveni relevantni pro tuto diplomovou praci.

Stanoveni prvki v pSeni¢né mouce [52]

Ptikladem studie zabyvajici se stanovenim prvkil v pSenicné mouce je studie [52],
kterd se zabyva optimalizaci a ovéfenim metody pro stanoveni vice prvku v obilnych
moukach metodou ICP-MS. Mezi stanovovanymi prvky byly Mg, K, Ca, Cr, Mn, Fe, Cu,
Zn, Se, Mo. Rozklad vzorkli pSeni¢éné mouky byl proveden v uzavienych nadobach

pomoci rozkladného zatizeni.

V ramci studie bylo testovdno mnoZzstvi koncentrované kyseliny dusi¢né a peroxidu
vodiku pro rozklad. Bylo zjiSténo, Ze pii pouziti 1,0; 2,0 nebo 2,5 ml koncentrované
kyseliny dusi¢né na 0,5 g vzorku ziistaly v roztocich nerozloZené Castice. Dale bylo
zjisténo, ze uCinnost rozkladu se zlepsila pii pfidani peroxidu vodiku. Studie pouZzivala
chemikalie s nejvyS$im stupném c¢istoty, pouZiti peroxidu vodiku zplisobovalo problémy
s kontaminaci necistotami v ném obsazenymi. Autofi studie nakonec zvolili pro rozklad

pouze 5 ml 65% kyseliny dusi¢né.

Ke stanoveni prvkil ve studii byl pouzit systém Agilent Technologies 7500cx ICP-MS.
Izotopy pouzité pro stanoveni studie neuvadi. Systém ICP-MS byl kalibrovan metodou

externich standardd s rhodiem a luteciem jako vnitinimi standardy. Kalibra¢ni kiivky
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byly ziskany pouzitim viceprvkovych kalibra¢nich roztokt. Pro kontrolu kontaminace
obsahovala kazda série slepy pokus s ¢inidlem. Zavérem studie je, ze metoda ICP-MS

uvedend v této studii umoznuje ptesné stanoveni obsahu vice prvkl v pSeni¢né mouce.

Stanoveni prvkii v zrnech pSenice rozemletych na mouku [5]

Jednou z pouzitych technik ke stanoveni prvki v dalsi studii byla technika ICP-MS.
Ptistroj byl kalibrovan na zéklad¢ ¢tyt smésnych standardl. Z téchto Ctyt standarda byly
ti pfipraveny z jednoprvkového standardu a jeden z viceprvkového standardu. Rhodium
bylo pfiddno ke vSem vzorklim jako vnitini standard. Jedinym stanovovanym prvkem
pomoci ICP-MS, kterym se zabyva i tato diplomova prace, byl molybden (méfenym
izotopem byl *’Mo). Druhou pouZitou technikou bylo ICP-OES, kterym byly stanoveny
mimo jiné i prvky Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, P a Zn.

Stanoveni prvka v amarantové a pohankové mouce [53]

Soucasti studie zabyvajici se stopovymi prvky bylo stanoveni celkového obsahu
prvki. Studie se zaméfovala na prvky (Co, Cu, Fe, Mn, Mo, Ni, P, Zn) v amarantové a
pohankové mouce. Pevné vzorky mouky byly rozkladény tlakovym mikrovinnym
rozkladem v teflonovych nadobach s3 ml 65 % kyseliny dusi¢né po dobu 10 min.
Stanoveni prvka bylo provedeno pomoci ICP-MS s externi kalibraci. Méfené izotopy

byly Co, SCu, *’Fe, >>Mn, Mo, *Ni, PO, *Zn.

Stanoveni prvkii v maniokové, kukuri¢né a pSeni¢né mouce [35]

V ramci této prace byla optimalizovana uprava vzorkd mikrovinnym rozkladem a
podminky pro stanoveni 17 prvkd v maniokoveé, pSeni¢né a kukufi€né mouce pomoci
hmotnostni spektrometrie s induk¢éné vazanym plazmatem a optické emisni spektrometrie
s induk¢éné vazanym plazmatem. Mezi stanovovanymi prvky byly i Ca, Cr, Cu, Fe, K,
Mg, Mn, Mo, P, Zn. Celkem bylo stanovovano 37 vzorka od kazdého druhu mouky.
Z prvki byly pomoci hmotnostniho spektrometru s indukéné véazanym plazmatem
zjistovany izotopy **Cr, **Mo, %*Cu, *’Fe, **Mn, %Zn a dalsi, kterymi se tato diplomova

prace nezabyva.
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Stanoveni prvki v bezlepkovych potravinach [27]

Dalsi studie se zabyvala stanovenim koncentraci prvkl (As, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Fe,
Hg, Mn, Mo, Ni, Pb, Sb, Se, Sn, V, Zn) v bezlepkovych potravinach uréenych pro lidi
s celiakii. Prvky byly stanoveny pomoci ICP-MS. Pro rozklad vzorkd byla pouzita
mikrovlnna trouba s vysokotlakym rotorem. Asi 0,2 g homogenizovanych vzorka bylo
navazeno a ptrevedeno do teflonovych nadob. Piidany byly 2 ml 69% kyseliny dusi¢né a
1 ml 30% peroxidu vodiku. O ponechani rozkladaného vzorku v klidu po ptidani
reagencii se studie nezmiiuje. Stanoveni byla provedena externi kalibraci. Jako slepy
pokus byl pouzit roztok 2% kyseliny dusi¢né. Monitorované izotopy byly **Cu, *Fe,
>>Mn, **Mo, %Zn.

Stanoveni prvki ve vzorcich potravin [42]

Cilem dalsi prace bylo vyvinout vhodnou metodu pro stanoveni hlavnich a stopovych
prvkil v riznych vzorcich potravin pomoci techniky ICP-MS. Mezi vzorky patfila i ryze
a pSenice. Stanovovano bylo Sestnéct prvkil, mezi néz pattily i Se, Mn, Zn, Cu, Mo, Mg,
Cr. Rozklad vzorku byl proveden v teflonovych nadobach, do kterych bylo pfidavano
100-250 mg praskovych vzorkl. K nim byly pfidavany 4 ml 20% kyseliny dusi¢né a 2 ml
30% peroxidu vodiku. Rozklad vzorkd byl proveden v mikrovinném rozkladném
systému. Pro stanoveni prvki byl pouzit ICP-MS. Stanovované izotopy byly ®?Se, ®Zn,
3Cu, 2*Mg, 3Mn, **Mo, >*Cr a dalsi. Pro srovnani metod byla pouZita atomova absorpéni

spektrometrie v grafitové peci.

Soucasti prace bylo i hodnoceni riiznych smési pro rozklad vzorkl v systémech
s uzavienymi nddobami. Bylo zji$téno, Ze smés kyseliny dusi¢né s peroxidem vodiku jsou
ucinnéjsi nez jiné smési kyselin, a to 1 pfi pouZiti nizkych koncentraci kyseliny dusicné.
Ve studii byly dale hodnoceny tii interni standardy, poZivané pii stanoveni pomoci ICP-
MS, a to rhodium, iridium a yttrium. NejlepSich vysledka pro Sestnact stanovovanych

analytd bylo dosaZeno s rhodiem.

V ramci studie byla zjiSténa dobra shoda mezi stanovenymi hodnotami a hodnotami
certifikovanych referencnich materiali, coz vypovidalo o U¢inné vytéznosti analyta

po rozkladu a piesné detekci.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzivané pristroje a zarizeni

Rozkladné mikrovinné zatfizeni Speedwave Xpert (Berghof, Némecko),
rozkladné patrony z teflonu DAP-60

Hmotnostni spektrometr s indukéné véazanym plazmatem 7900 ICP-MS
(Agilent, USA)

Zatizeni pro upravu deionizované vody Milli-Q Plus (Millipore, USA)

Analytické vahy (Sartorius, CR)

3.2 Pouzivané chemikalie

Kyselina dusi¢na > 65%, Semiconductor grade (Honeywell, Némecko)
Kyselina chlorovodikova 34-37%, ANALPURE (Analytika, spol. s. 1. 0., CR)
Peroxid vodiku 30%, p. a.+ (Analytika, spol. s. r. 0., CR)

Deionizovana voda o vodivosti 0,055 uScm™ ziskana z ptistroje Milli-Q Plus

Interni standard Astasol INT-MIX01-250 (Bi, In, Sc, Tb, Y) o koncentraci
analytti 10 mg dm™ (Analytika, spol. s. r. 0., CR)

Certifikovany referenéni material Astasol AN9091MN-100 (Ca, K, Mg, Na)
o koncentraci analytl 1000 mg dm™ (Analytika, spol. s. . 0., CR)

Kalibraéni roztok Astasol (P) o koncentraci 1000 mg dm™ (Analytika, spol. s.
r. 0., CR)

Certifikovany referencni material AN9094MFN-250, mix 23 prvka (As, Be,
Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Li, Mg, Mn, Mo, Ni, P, Pb, Sb, Se, Sn, Sr, Ti, TL, V,
Zn) kazdy analyt o koncentraci 100 mg dm>, v 5% HNO; + 0,2% HF
(Analytika, spol. s. . 0., CR)

3.3 Pouzité vzorky

K analyze bylo pouzito 40 vzorki mouky. Vzorky mouky byly zakoupeny

YV oW

v originalnich baleni b&Zné dostupnych v internetovych a kamennych obchodech v Ceské

republice. Zakoupené vzorky byly pfevedeny do 50ml centrifugacnich zkumavek se

Sroubovacim uzévérem a takto byly skladovany pii laboratorni teploté. Vzorky mouk byly

rozdeleny na bezlepkové smési, mouky obsahujici lepek a pfirozené bezlepkové mouky.
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Kromé smési, které byly stanovovany jednotlive, byly vzdy u kazdého druhu mouky

poskytnuty dva a vice vzorkl od rizného vyrobce. Pouzité druhy mouky jsou uvedeny

v tabulce Tab. 3.1, Tab. 3.2 a Tab. 3.3.

Tab. 3.1: Prehled vzorkii bezlepkovych smési

Vzorek  Druh mouky Vyrobce

1 Jizerka zlata Jizerské Pekarny
2 Mix per Pane Nutrifree

3 Univerzalni smés Labeta

4 Mix B Schar

5 Samokypfici smés bila Doves Farm

6 Univerzal-Backmischung K-free

7 Mix per Pane Integrale Nutrifree

8 Chlebova smés tmava Doves Farm

9 Smés na peceni Nature’s Promise
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Tab. 3.2: Prehled vzorkii prirozené bezlepkovych mouk

Vzorek Druh mouky Vyrobce

10 Ryzova mouka iPlody

11 Ryzova mouka Green Apotheke
12 Hrachovéa mouka iPlody

13 Hrachova mouka Zdravi z ptirody
14 Pohankovéa mouka iPlody

15 Pohankova mouka Zdravi z ptirody
16 Lnéna mouka iPlody

17 Lnéna mouka Zdravi z ptirody
18 Kukufi¢né mouka iPlody

19 Kukufi¢na mouka Zdravi z ptirody
20 Cizrnova mouka iPlody

21 Cizrnova mouka Zdravi z ptirody
22 Jahlova mouka iPlody

23 Jahlova mouka Zdravi z ptirody
24 Cirokova mouka iPlody

25 Cirokova mouka Zdravi z ptirody
26 Konopna mouka iPlody

27 Konopna mouka Zdravi z ptirody
28 Kokosovéa mouka iPlody

29 Kokosovéa mouka Country Life

30 Mandlovéa mouka Alika

31 Mandlova mouka Natural Jihlava JK
32 Pohankova celozrnna m. Pohankovy mlyn Smajstra
33 Ryzova mouka Zdravi z ptirody
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Tab. 3.3: Prehled vzorkii mouk obsahujici lepek

Vzorek Druh mouky Vyrobce

34 PsSeni¢na mouka hladka Mlyn Havlickiiv Brod
35 PSeni¢nd mouka hladka Malitas

36 Zitnd mouka iPlody

37 Zitnd mouka Pernerka

38 Spaldova mouka Bonavita

39 Spaldova mouka Pernerka

40 Celozrnna mouka Spaldova Bonavita

3.4 Pracovni postup

Nejprve byla provedena optimalizace rozkladu reprezentativnich vzorki. Ze vSech
praktickych vzorka bylo vybrano Sest reprezentativnich vzorki, které reprezentovaly
ruzné skupiny druht mouk. Vybrané vzorky byla hladkd pseni¢na mouka (nejcastéji
konzumovana mouka), Jizerka (bezlepkové smési), ryzova mouka (obilné bezlepkové
mouky), pohankovd mouka (mouky z pseudoobilovin), hrachovd mouka (lusténinové
mouky) a Inéna mouka (mouky z ofechl a semen). Po optimalizaci bylo provedeno

stanoveni prvki ve vSech praktickych vzorcich.

Vsechno pouzité chemické nadobi bylo pfed pouzitim tfikrat promyto deionizovanou

vodou.

3.4.1 Optimalizace rozkladu reprezentativnich vzorku

Rozklad vzorki byl proveden v uzavienych patronach DAP-60 pomoci rozkladného

mikrovinné zatizeni Speedwave Xpert.

Cisténi patron

Pied rozkladem vzorkd bylo provedeno ¢iSténi rozkladnych teflonovych patron, aby
se zamezilo pfipadné kontaminaci vzorki znec€iSténymi patronami. Do kazdé z 12 patron
bylo pfiddno 5 ml koncentrované kyseliny dusi¢né a 1 ml koncentrované kyseliny
chlorovodikové. Patrony byly uzavieny teflonovym vickem a priraznym diskem.
Nakonec byly na patrony naSroubovany teflonové uzavéry. VSech 12 patron bylo vloZeno

do mikrovinného zatizeni Speedwave Xpert. Nasledné¢ byl spuStén rozklad podle
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nastaven¢ho teplotniho programu, ktery je zaznamenan v Tab. 3.4. Po ukonceni
rozkladného programu byl obsah patron vylit a patrony byly dvakrat vymyty

deionizovanou vodou. Patrony byly suseny pies noc.

Tabulka 3.4: Parametry teplotni programu pro cisténi patron

Krok T[°C] plbar]  #[min] > [min] P[%]
1 170 35 5 5 90
2 200 35 1 15 90
3 50 25 1 10 0

T - nastavena teplota; p - nastaveny tlak; ¢, - Cas dosazeni teploty T;, ¢, - Cas udrzovani teploty 7;
P — vykon magnetronu

Rozklad reprezentativnich vzorki
Po vycisténi patron bylo vybrdno 6 reprezentativnich vzorkd ze vSech praktickych
vzorkll. Reprezentativni vzorky byly pSeni¢na mouka, Jizerka, ryzova mouka, hrachova

mouka, pohankova mouka a Inéna mouka, jak je uvedeno vyse.

Pred véazenim byly vzorky dikladné protiepany v jednotlivych centrifugac¢nich
zkumavkach, aby byla =zajiSt€éna dostatecna homogenita. Vzorky byly vazeny
na analytickych ~ vahdch  pomoci filtraéniho  papiru. Hmotnost véazenych
homogenizovanych vzorki byla v rozmezi od 0,35 do 0,36 g. Filtracni papir s navazenym
vzorkem piehnut a pfeveden do rozkladnych patron pomoci pinzety tak, aby Casti vzorku

nezistaly pfilepeny na sténach patrony.

Tyto vzorky byly rozkladany ve &tyfech sériich pii riiznych pomérech 65% kyseliny
dusi¢né a 30% peroxidu vodiku. Poméry nalezneme v Tab. 3.5. Po pridani 65% kyseliny
dusi¢né byla patrona ponechéana 5 min v klidu v digestofi a poté po pfidani 30% peroxidu
vodiku 15 min, aby se zamezilo pfipadnym samovolnym reakcim.

Poté byly patrony uzavieny vickem, priiraznym diskem a uzavérem. Po vlozeni patron
do rozkladného mikrovinného zatizeni byly vzorky rozloZeny podle teplotniho programu

s parametry uvedenymi v Tab. 3.6.
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Tab. 3.5: Poméry 65% kyseliny dusicné a 30% peroxidu vodiku u jednotlivych sérii méreni

Série rozkladu ¥ (HNOs), [ml] V (H,0,), [ml]

A 5 2
B 4 3
C 3 4
D 2 5

Tab. 3.6: Parametry teplotniho programu pro rozklad reprezentativnich vzorkii

Krok T[°C] plbar]  #[min]  #[min] P[%]
1 170 30 2 5 80
2 190 35 5 15 90
3 50 25 1 10 0

T - nastavena teplota; p - nastaveny tlak; ¢, - Cas dosazeni teploty T;, ¢ - Cas udrzovani teploty 7;
P — vykon magnetronu

Po skonceni rozkladu a ochlazeni patron byly patrony vyjmuty z rozkladného zatizeni.
Ciry bezbarvy roztok z patron byl pfeveden do 50ml centrifugaénich zkumavek se
Sroubovacim uzavérem, které byly doplnény deionizovanou vodou na objem 50 ml.
Patrony byly po kazdé sérii méfeni naplnény 5% kyselinou dusi¢nou a ponechany tak
do druhého dne. Nasledné byly né€kolikrat proplachnuty deionizovanou vodou a byly tak

pfipraveny k dalSimu pouZiti.

Stanoveni prvkii v reprezentativnich vzorcich

Ke stanoveni byly pfipraveny kalibrac¢ni roztoky o koncentraci 1,6; 8,0; 40; 200;
1000 ug dm jednotlivych prvki do 50ml centrifugaénich zkumavek s uzavérem.
Ptipraveny byly z certifikovan¢ho referenéniho materiadlu AN9094MFN-250. Kazdy
prvek v RM mél koncentraci 100 mg dm™. Koncentrace 200; 1000 pug dm™ byly ziskany
ziedénim piimo z RM. Roztoky o koncentraci 8,0; 40,0 pgdm™ byly pfipraveny
z kalibra¢niho roztoku o koncentraci 1000 ug dm. Kalibra¢ni roztok 1,6 pg dm™ byl

piipraven z kalibra¢niho roztoku 40 pg dm™.

Prvky v reprezentativnich vzorcich byly stanoveny pomoci ICP-MS Agilent 7900.
Méiené izotopy byly ?*Mg, *'P, $Ca, **Ca, >>Mn, *Fe, *Cu, ®Zn, **Mo, >’Cr, ’Se, "*Se,
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82Se. Jako interni standardy byly pouzity *Sc a Y. Prvky byly stanovovany v reZimu

bez kolizniho / reak¢éniho plynu, tak i pouzitim He v kolizni cele.

3.4.2 Stanoveni prvku v praktickych vzorcich

Pted rozkladem praktickych vzorki byly vSechny praktické vzorky protfepany tak, aby

byly co nejvice homogenni.

Rozklad praktickych vzorku

Hmotnost navazenych vzorka byla v rozmezi od 0,259 g do 0,269 g. Rozklad
praktickych vzorkl probihal obdobnym postupem jako rozklad reprezentativnich vzorki.
Pro rozklad byl pouzit pouze pomér 3 ml 65% kyseliny dusi¢né a 4 ml 30% peroxidu
vodiku. Pro rozklad byl zvolen totozny teplotni program, jako v ptipad¢ optimalizace
rozkladu reprezentativnich vzork, uvedeny v Tab. 3.6. K rozkladu bylo pouzito vzdy 11
patron. Protoze byl rotor uzptisoben na 12 patron, bylo potieba zvolit vhodné uspotadani.
Podle doporuceni vyrobce zlistalo volné misto proti patroné s nejvyssi navazkou, ktera
byla umisténa do pozice 1. Jedenacté patrona pii kazdé sérii rozkladu obsahovala pouze
3 ml 65% kyseliny dusi¢né a 4 ml 30% peroxidu vodiku a slouzila jako blank (slepy

vzorek).

Stanoveni prvku v praktickych vzorcich
Prvky ve vzorcich byly stanoveny pomoci hmotnostniho spektrometru s indukéné
vazanym plazmatem. Byla provedena dv€ meéfeni, ke kazdému byla pfipravena jina

kalibrace.

Prvni kalibrace byla pfipravena ke stanoveni sodiku, drasliku, vapniku, fosforu a
hot¢iku. Kalibrace byla tvofena Sesti kalibracnimi roztoky o koncentraci 0; 0,080; 0,40;
2,0; 10; 50 mgdm™. Byla ptipravena zreferenéniho materidlu AN9091MN-100 a

z kalibra¢niho roztoku fosforu o koncentraci 1000 mg dm™.

Druha fada kalibra¢nich roztokti byla pfipravena pro stanoveni manganu, zeleza, médi,
zinku, molybdenu. Kalibrace se skladala z Sesti kalibracnich roztokd o koncentracich 0;
0,0016; 0,0080; 0,040; 0,20; 1,0 mgdm™. Roztoky byly piipraveny do 50ml

centrifuga¢nich zkumavek. Kalibraéni roztok 1,0 mg dm™ byl pfipraven z viceprvkového
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referen¢niho materidlu AN9094MFN-250. Ostatni kalibracni roztoky byly postupné

piipraveny naslednym fedénim.

Nastaveni pristroje Agilent 7900 ICP-MS a parametry méteni jsou uvedeny v Tab. 3.7.

Ptistroj pracoval v klimatizované laboratofi o teploté 21°C.

Tab. 3.7: Nastaveni pristroje a parametry méreni

Parametry

Plazmovy rezim
Radiofrekvenc¢ni vykon
Hloubka vzorkovani
Pritok plynu zmlZzovadem
Pratok plazmového plynu
Pritok pomocného plynu

Teplota mlzné komory

General Purpose
1550 W

10,0 mm

1,03 1/min

15,0 I/min

0,90 I/min

2°C

Rychlost otaceni peristaltické pumpy 0,10 rps

Mod kolizni cely

no-gas/heliovy mod

Monitorované izotopy a pouzité vnitini standardy pro kompenzaci ptipadné nestability

signalu jsou uvedeny v 7ab. 3.8.

Tab. 3.8: Monitorované izotopy a interni standardy

. ‘ . Interni
Mg¢éfteni Monitorované 1zotopy standardy
1 23Na 39K 24Mg 31P 43Ca 44C3. 4SSC
2 %7n SSFe %Cu >*Mn »Mo “Sc VY
3.4.3 Blanky

K ziskani blankti byly pouZity 3 ml 65% kyseliny dusi¢né a 4 ml 30% peroxidu vodiku.

Rozklad byl obdobny postupu pii rozkladu reprezentativnich vzorkli, pouze nebyl

k patronam ptidan vzorek mouky. Teplotni program byl zvolen stejny jako pfti rozkladu

reprezentativnich vzorkl, je uveden v Tab. 3.6. Poté, co byl proveden rozklad pomoci

mikrovinného zafizeni, byly blanky pfevedeny do 50ml centrifugacnich zkumavek a

doplnény deionizovanou vodou na celkovy objem 50 ml.
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Celkem byly provedeny 2 série rozkladi blankd. Prvni série byla rozkladana
v patronach po skonceni rozkladu reprezentativnich vzorkl. Druhé série byla rozlozena
po vycCisténi patron. Patrony byly vycistény stejnym postupem jako pred zacatkem

rozkladu reprezentativnich vzorkt (7ab. 3.4).

3.5 Statisticka analyza

Vzorky byly analyzovany ve tfech opakovanich. Vysledné koncentrace jsou uvedeny

jako pruméry koncentraci + konfiden¢ni intervaly s hladinou vyznamnosti 0,05.

Aritmeticky pramér (x)
Aritmeticky primér je odhadem stfedni hodnoty souboru vysledkii. Pro aritmeticky

pramer plati vztah (4.1)

zn:xi (4.1)

kde x; jsou individualni vysledky souboru méfeni a n oznacuje pocet méieni [54] [55].

Konfiden¢ni interval (C])
Konfiden¢ni interval umoznuje definovat rozsah hodnot kolem vysledku méfeni,
v némz se nalézéd skutecnd stfedni hodnota s urcitou pravdépodobnosti. Pro vypocet CI

plati uvedeny vztah (4.2)

Vn

(4.2)

kde o oznacuje smérodatnou odchylku, n odpovidd poctu méfeni, v této praci se
jednalo o hodnotu 3. V této praci se z= 1,96, tato hodnota odpovida zvolené 95%

konfidenc¢ni urovni [54].

Vicerozmérna analyza
Vicerozmérmé analyzy dat, jako je analyza hlavnich komponent a hierarchicka
shlukova analyza se pouzivaji ke zpracovani velkych soubori dat a pomahaji

s interpretaci vysledki [35].
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Analyza hlavnich komponent umoziiuje snizit po€et ptiivodnich proménnych a zaroven
zachovat co nejvice variability ze souboru dat. Redukci ptivodnich proménnych se ziska
maly pocet latentnich proménnych. Latentni proménné jsou kombinaci plivodnich
proménnych a nazyvaji se hlavni komponenty (PC), indexované rostoucimi Cisly.
Nejveétsi variabilitu dat udava PC1, néasledovano PC2, PC3 apod. Variabilitu ptivodnich
dat Ize popsat pomoci mensiho poctu novych proménnych (PC), pficemz zanedbavame
PC s menS$im vyznamem. Latentni proménné slouzi k vyhodnoceni vztahli mezi
sledovanymi proménnymi, k vytvoteni grafii pro detekci trendi, seskupovani a zjisténi

odchylek [56].

Analyzu hlavnich komponent Ize doplnit hierarchickym shlukovanim.
Pti hierarchickém shlukovani je kazdému vzorku nejdfive piifazena tfida a postupné jsou
vzorky z riznych tiid sluc¢ovany do vétsich tfid, dokud vSechny vzorky nejsou ve stejné

tHidé [56].
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

4.1 Vybér reprezentativnich vzork

Stanovovany byly prvky, u nichz se predpokladal nedostatek u lidi s celiakii vlivem
zhorSeného vstiebavani téchto prvka nebo snizenym piijmem zplsobeny nedostatkem
téchto prvkl v bezlepkovych potravinach. Navic byly stanovovany i dalsi prvky nezbytné

pro fungovéni lidského organismu.

4.2 Optimalizace rozkladu

Byla provedena optimalizace rozkladu reprezentativnich vzorkl. Pro optimalizaci
rozkladu byly pouzity vybrané reprezentativni vzorky. Bylo potieba zvolit optimalni
pomér koncentrované kyseliny dusicné a peroxidu vodiku pro rozklad praktickych
vzorki. V této praci byly zkoumany ¢tyfi rizné poméry obou ¢inidel (kyseliny dusicné a
peroxidu vodiku). Jednotlivé testované poméry jsou uvedeny v 7ab. 3.5. Pomér A (5 ml
65% kyseliny dusicné a 2 ml 30% peroxidu vodiku) vychazel z doporuceni v aplikaénim

listu vyrobce mikrovinného zatizeni pro rozklad mouky.

Pti vSech pouzitych pomérech doslo k uplnému rozlozeni vzorkt. Snahou bylo, aby
zastoupeni kyseliny dusi¢né bylo co nejmensi a nedochézelo k zatéZovani ptistroje touto
kyselinou pii méteni vzorku. Proto bylo postupné snizovano zastoupeni kyseliny dusi¢né
oproti peroxidu vodiku. Objem roztoku ptidavany ke vzorku musel byt minimalné¢ 7 ml,
tento objem byl zachovan pro v§echny poméry. Minimalni objem 7 ml byl dan vyrobcem

pro patrony DAP-60 kvili snimani senzory.

U reprezentativnich vzorki bylo stanovovano 10 prvka (hoicik, fosfor, vapnik, Zelezo,
mangan, méd’, molybden, zinek, chrom a selen). Pro kazdy prvek bylo zjistovano, zda se
lisily vysledné koncentrace prvkl pii riiznych pomeérech kyseliny dusi¢né a peroxidu
vodiku, zda namétfené koncentrace neleZely nad nebo pod krajnimi hodnotami kalibra¢ni

pfimky, zda se liSily naméfené koncentrace v riznych modech méteni.

Pomér kyseliny dusi¢né a peroxidu vodiku
V rozkladnych pomérech A, B, C se vysledné koncentrace neliSily nebo pouze
nepatrné. V sérii D byly vysledky odlisné oproti koncentracim ziskanych u pomérta A, B,

C, a proto byl jako optimalni pomér pro rozklad praktickych vzorkl zvolen rozklad C
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(3 ml 65% kyseliny dusi¢né a 4 ml 30% peroxidu vodiku) obsahujici minimalni objem

kyseliny.

Navazka vzorku a kalibrace

Dale bylo potieba urcit optimalni navazku vzorki a zvolit optimalni rozsah kalibrace
pro méieni reprezentativnich vzorki. U optimalizace rozkladu reprezentativnich vzorka
byla pouzita kalibrace s krajnimi hodnotami 0,0016 mg dm™ az 1,0 mg dm™. U Zadného
0,0016 mg dm™. U molybdenu, manganu, zinku, médi, Zeleza nelezely stanovené
koncentrace nad krajnimi hodnotami kalibraéni pfimky 1,0 mg dm™. U hot¢iku nejvyssi
koncentrace piesahla krajni hodnotu 1,0 mgdm™ tiicetkrat, u fosforu Sedesatkrat,
u vapniku devétkrat. Selen ani chrom v daném kalibracnim rozsahu nebyly detegovany,
proto bylo rozhodnuto, ze jejich vliv na denni pfijem je minimalni a u praktickych vzorka

jiz nebyly méfeny.

Pro praktické vzorky tak byla upravena potfebna navdzka i rozsah kalibrace.
Pro navdzku vzorka byla zvolena hodnota cca 0,26 g. Prvni kalibrace byla zvolena
pro makroprvky (Ca, Mg, P, K, Na) s koncentracemi kalibra¢nich roztoka 0; 0,080; 0,40;
2,0; 10; 50 mg dm™. Druh4 kalibrace byla zvolena pro mikroprvky (Fe, Zn, Cu, Mn, Mo)
s koncentracemi kalibra¢nich roztoki 0; 0,0016; 0,0080; 0,040; 0,20; 1,0 mg dm™.

Moédy méreni

Prvky v reprezentativnich vzorcich byly stanovovany pomoci ICP-MS ve dvou
modech. Naméfené koncentrace v no-gas modu a heliovém modu se u vétSiny prvki
témet neliSily. AvSak u nékterych prvka bylo pozorovéano, Ze dochazi k odchylkdm
(maximéln€ do 5%), a vzhledem k riziku moznych interferenci u n€kterych prvki bylo
rozhodnuto, Ze praktické vzorky budou méfeny v obou moddech a vysledky budou

nasledné porovnany.

4.3 Pr0béh rozkladu

Nasledujici graf priibéhu rozkladu zobrazuje redlnou teplotu uvnitf patron a tlak uvnitt
prvni patrony. Na Obr. 4.1 mizeme vidét priibéh rozkladu konkrétniho vzorku. Kiivka

¢erné barvy zobrazuje hodnoty teploty nastavené podle teplotniho programu uvedeného
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v Tab. 3.6. Cervena kiivka zobrazuje skute¢nou teplotu roztoku vzorku uvniti patrony. Modra
ktivka zobrazuje tlak v prvni patron¢. Z ptilozeného grafu a parametrt teplotniho programu

lze vycist, ze redlna teplota dosahovala maximalnich hodnot, tlak v pribéhu rozkladu

neptesahl 20 bar.
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Obr. 4.1: Pribéh rozkladu: cerna krivka — nastavena teplota, cervend kiivka — skutecna
teplota, modra krivka — skutecny tlak

4.4 Kalibra¢ni primky
Kalibra¢ni zavislosti jednotlivych stanovovanych prvkl zobrazuje pro makroprvky

Obr. 4.2 a pro mikroprvky Obr. 4.3. Z divodu kontroly kontaminace obsahovala kazda

série blank.
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Obr.4.2 Kalibracni zavislost vapniku, horciku, fosforu, drasliku a sodiku
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4.5 Pfiprava blank(
Byly provedeny 2 série rozkladG blankii. Prvni série blanki byla rozklddana

v patronach po dokonceni rozkladu reprezentativnich vzorkii. Druhé série blankl byla
rozkladéna po vycisténi patron. Cilem bylo porovnat série a ovéfit, ze Cisténi patron ma
vliv na odstranéni moznych kontaminaci z ptfedchoziho meéteni. U Zzadného
roztoku blanku nebyla naméfena koncentrace vyssi, nez byla trovenn Sumu. Bylo tak
zjisténo, ze piipadnd kontaminace patron zplisobena piedchozim rozkladem nemohla
po vycisténi patron mit vliv na nésledujici rozklad, resp. na kontaminaci vzorku nasledné

rozkladaného vzorku.

U blankl prvni série byly u nékterych prvka (sodik, draslik, fosfor) naméteny
koncentrace, které byly vy$$i nez mez detekce. Ze vzijemného srovnani, lze tedy

konstatovat, ze Cisténi patron ma vliv na odstranéni kontaminaci.

4.6 Zakladni charakteristiky stanoveni prvk({

Zakladni charakteristiky pro stanovované prvky uvadi Tab. 4.1. V tabulce nalezneme
zjistény detekéni limit a koncentrace na irovni Sumu jednotlivych stanovovanych prvki.

Charakteristiky byly odecteny pomoci softwaru k pfistroji [CP-MS.

Tab. 4.1: Detekcni limity jednotlivych analytii a jejich koncentrace na urovni Sumu

.1006
Pk a0 oy R gan’] [ugam’
3INa 52,5 4,17 1,000 0,83 79,3
YK 53,7 9,48 1,000 1,9 177
Mg 37,0 1,00 1,000 0,74 27,0
#Ca 1,72 0,517 1,000 7,2 301
3p 2,25 0,165 1,000 2,8 73,6
S6Fe 73,9 5,54 1,000 33 74,9
667Zn 13,4 0,0238 1,000 0,085 1,78
53Cu 43,1 0,0581 1,000 0,045 1,35
>Mn 100 0,0277 1,000 0,020 0,275
%Mo 20,3 0,00206 1,000 0,0089 0,101
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Cim vy3§i je hodnota a, tim bylo stanoveni citlivéj$i. Nizka citlivost vapniku souvisi
idedlni meze detekce (DL) byly ziskdny pro molybden a mangan. Redlné je vSak nutné
brat v potaz hodnoty koncentraci odpovidajici pozadi (BEC). Ty jsou i tak nejnizsi
pro oba zminéné prvky. Na druhou stranu, nejvyssich limiti (BEC) bylo dosazeno
pro draslik a vapnik, coZz je odiivodnitelné jejich piitomnosti napt. v matrici kalibracnich

roztokli nebo pomocnych ¢inidel.

4.7 Vysledné koncentrace prvk( ve vzorcich mouk

Vysledné koncentrace vapniku, hot¢iku, fosforu a drasliku v praktickych vzorcich
mouk udava Tab. 4.2. Vysledné koncentrace sodiku, zeleza, zinku a médi ve vzorcich
udava Tab. 4.3. Vysledné koncentrace manganu a molybdenu ve vzorcich udava Tab. 4.4.
Uvedené koncentrace jsou naméfené v no-gas modu. Nejdiive jsou uvadény makroprvky
a poté mikroprvky, prvky jsou v téchto dvou skupinach setazeny postupné podle
vyznamnosti pro lidi s celiakii. U vysledkl oznacenych v tabulkach hvézdi¢kou nemohla
byt vysledna koncentrace  vyhodnocena, protoze koncentrace nameétfena
v kapalnych praktickych vzorcich se nachazela pod detekénim limitem. Je vhodné dodat,
7e vysledné hodnoty zastoupeni jednotlivych prvkl (v mg g!) v pevnych vzorcich mouk
vyjadienych v nize uvedenych tabulkdch vychazeji znaméfenych koncentraci
jednotlivych prvkll (mg dm™) pomoci hmotnostniho spektrometru a jsou korigovany na
koncentrace zjist€né v roztocich blanku, pfepocteny pres fedici faktory a vztaZzeny na
konkrétni navazky vzorkl. Jako vychozi koncentrace byly pouZity ty, které byly méteny
v no-gas modu, protoZze se u vSech vzorkd mouk vyznamné neliSily od hodnot

naméfenych v He modu.
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Tab. 4.2: Vysledné koncentrace vapniku, horciku, fosforu a drasliku

Vzorek c¢(Ca)mg g’ c(Mg) mg g'! c¢(P)mg g c(K)mg g’

1 0,0945 + 0,0002 0,124 + 0,001 0,579 £+ 0,005 0,830 +0,018
2 0,0808 + 0,0005 0,0763 + 0,0005 0,306 + 0,001 0,495 + 0,003
3 0,983 £ 0,013 0,202 £+ 0,002 1,32+ 0,01 0,967 + 0,008
4 0,136 = 0,001 0,126 + 0,002 0,488 = 0,005 0,951 £0,012
5 3,00+ 0,04 0,249 + 0,003 4,81+ 0,04 0,884 £ 0,011
6 0,226 + 0,026 0,581 + 0,055 1,33 +£0,13 1,60 £0,13

7 0,179 + 0,001 0,511 +£ 0,005 1,11 £0,01 1,42 £0,03

8 0,585 + 0,005 0,506 + 0,008 1,46 £ 0,02 1,96 £ 0,03

9 0,168 £ 0,002 0,075 £ 0,001 0,410 £ 0,004 0,329 + 0,004
10 * 0,216 £ 0,001 0,905 + 0,005 0,910 +0,010
11 0,134 £ 0,357 0,461 £0,159 1,43 £0,49 1,16 £ 0,40
12 0,653 +£0,259 1,04 +0,06 3,83 +£0,22 9,68 + 0,46
13 0,724 + 0,056 1,24 +0,01 4,24 £ 0,03 10,4 £ 0,1

14 0,124 £ 0,130 1,16 = 0,02 2,19+ 0,29 2,75 £0,35

15 0,168 £0,019 1,77 £ 0,01 3,13+ 0,02 4,01 £0,04
16 3,22+0,17 4,66+0,11 8,36 +0,14 11,5+0,2

17 2,98 £0,28 4,58 £ 0,08 7,63 £0,18 10,3+0,3

18 * 0,369 + 0,074 1,01 £0,22 1,77 £ 0,35
19 0,0254 + 0,0006 0,426 + 0,002 1,20+ 0,01 1,98 £0,01
20 1,02 +£0,73 1,13 +0,15 3,36 £ 0,41 9,32+ 1,09
21 0,951 £ 0,090 1,34 + 0,01 3,88 £ 0,04 10,8 £ 0,3

22 * 0,880 + 0,005 2,03+0,01 1,43 +£ 0,01
23 0,107 £ 0,006 1,02 £ 0,02 2,35+ 0,01 1,79 £ 0,03
24 0.0771 £0,0455 0,985 + 0,062 225+0,15 3.2840,12
25 0.0650 £ 0,0130  1.21 + 0,04 2,68 = 0,09 3,62+ 0,06
26 1,76 + 2,10 4534097 9.20 + 1,94 9,50 + 2,02
27 1,63 +2.58 471+ 141 9,78 + 2.87 8.89 +2.57
28 0.378 + 0,053 2,48 + 0,05 4,48 + 0,10 19,1 40,1

29 0.383 + 0,084 2,184 0,07 4.87 40,18 18,6+ 0.8

30 2,56+ 021 2,58+ 0,03 4,45+ 0,05 6.19+0,13
31 1,97 + 0,28 2,48+ 0,06 4,69 + 0,09 6.89+0,17
3 0,578 + 0,034 161 40,01 251+ 0,01 3.92 40,02
33 x 0,440 = 0,149 1,47 + 0,48 120+ 0,38
34 0.218 + 0,009 0,204 = 0,002 0,925 + 0,009 1324001
35 0.188 + 0,015 0,268 + 0,004 1,03+ 0,01 141 + 0,02
36 0,211 £0,010 0,362 + 0,001 1,22+ 0,01 2,31 +0,02
37 0,245 £ 0,311 0,712+ 0,131 2,05+0,37 4,17+0,70
38 0,163 £0,012 0,238 + 0,003 1,08 £ 0,01 1,42 +£ 0,01
39 0,191 £ 0,044 0,198 + 0,008 0,817 £0,032 1,33+ 0,07
40 0,270 £ 0,008 0,926 + 0,005 2,47 +0,01 3,49 +£ 0,04
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Tab. 4.3: Vysledné koncentrace sodiku, Zeleza, zinku a médi

Vzorek ¢(Na) mg g c(Fe)ng g'! c(Zn) pg g’ ¢(Cu) pg g
1 0,162 + 0,003 * 1,51+0,14 2,84 +0,27

2 6,62 % 0,09 * 1,52+ 0,02 0,380 = 0,007
3 0,0273 £0,0009  8.80+ 0,21 5,80 + 0,07 0,936 = 0,004
4 3,51 £0,02 * 3,76 + 0,01 0,940 = 0,005
5 3,55 £ 0,02 * 7,76 + 0,09 1,51 + 0,02

6 4,93 0,35 14,0+ 0,1 12,1+0,2 2,68+ 0,05

7 4,65+ 0,07 8,86 = 0,13 5,84 + 0,05 1,13 40,02

8 0,356 % 0,002 272+ 0,6 9,70 0,14 2,61 = 0,04

9 11,6 0,1 * 1,12+ 0,08 0,374 = 0,032
10 0,0176 + 0,0002 * 12,2+0,1 2,06+ 0,01

1 * * 15,2+0,2 2,62+ 0,03
12 * 33,9+ 4,0 26,4423 6,79 £ 0,61
13 * 72,7+1,1 353402 6,80 = 0,08
14 * 152403 16,7+0,2 4,50 + 0,04
15 * 262405 243 40,1 5,46 £ 0,02
16 0,471 £ 0,034 161 +2 748+ 0,3 18,9+ 0,2

17 0,614 % 0,091 983+ 13 77,4+ 0,4 19,7+ 0,1

18 * 14,0+ 0,1 6,62 = 0,04 0,757 = 0,007
19 * 10,9+ 0,1 7,54+0,11 1,32 40,02
20 0,0177+£0,0191 82,6403 31,1£0.2 9,22 £ 0,02
21 * 58,7+ 1,4 39,6+ 0,9 9,28 + 0,08
22 * 26,3+ 0,3 24,6+ 0,6 3,76 £ 0,06
23 * 245402 22,7+0,1 4,46 + 0,04
24 * 22,6+3,1 142+ 1,4 2,09+ 0.21
25 * 35,9+ 0,6 17,54 0,2 2,79+ 0,04
26 * 147 +3 86,2 + 0,3 20,9+ 0,1

27 * 168 + 3 92,6+ 1,6 17,0 40,1
28 0,225 + 0,024 72,3+ 1,0 32,9403 21,04 0,1

29 0,323 + 0,061 78,7+ 1,5 37,84 0,6 19,5+ 0,4

30 0,0327 +0,0037 30,1 +2.9 257+ 1,6 9,52 + 0,56
31 0,0274 £0,0005 34,8+ 1,0 30,6 £0,6 8,70 = 0,26
32 * 73,4+ 1,1 25,1+0,2 6,84 % 0,06
33 * * 14,64 0,1 2,50+ 0,01
34 * 8,85 + 0,29 6,73+ 0,12 1,54+ 0,04
35 * 13,04 0,2 7,82 40,05 1,49 £ 0,02
36 * 13,44 0,5 12,1 40,2 1,87 + 0,04
37 * 24,6+0,2 20,6+ 0,1 3,00 £ 0,02
38 * 11,8+ 0,1 7,31 £0,02 1,31+0,01
39 * 6,67 % 0,09 6,48 + 0,03 0,95 % 0,02
40 * 33,8+ 0,4 28,6+ 0,8 3,55 + 0,05
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Tab. 4.4: Vysledné koncentrace manganu a molybdenu

Vzorek c¢(Mn) pug g’ c(Mo) pg g’
1 1,14 £ 0,10 0,568 + 0,065
2 1,90 +£ 0,04 0,190 + 0,003
3 3,93+ 0,03 0,374 + 0,006
4 3,38 +£0,04 0,376 £ 0,011
5 6,24 £ 0,06 0,378 £0,010
6 6,71 £ 0,09 0,192 £+ 0,005
7 9,99 + 0,09 0,188 = 0,004
8 12,3+0,1 0,559 + 0,006
9 1,12 +£0,08 *

10 10,1 £0,1 0,375 £ 0,002
11 10,7+ 1,0 0,562 £0,012
12 12,1453 1,51 40,12
13 12,6+15 3,96 + 0,02
14 9,18 +0,67 0,562 £ 0,015
15 14,1 £0,9 0,565 + 0,004
16 32,6+2,5 0,573 £ 0,007
17 33,7+1,6 0,767 £ 0,020
18 1,89 +£ 0,09 0,189 + 0,002
19 2,45+0,10 0,188 = 0,002
20 241+1,0 2,63 +0,03
21 46,0 £ 3,6 0,189 + 0,004
22 5,64 +£ 0,34 0,188 + 0,005
23 8,00 £ 0,54 0,186 + 0,001
24 12,7+6,3 0,570 £ 0,039
25 154+0,8 0,744 £ 0,006
26 114+9 0,580 +£0,011
27 155+ 20 0,747 £ 0,009
28 40,8 £2,2 0,577 + 0,003
29 56,6 £7,0 0,382 + 0,006
30 17,5+ 6,6 0,381 +£0,034
31 24,8 +2.7 0,567 £0,010
30 228+ 1,1 0380 + 0,011
33 13,1 +£0,5 0,384 + 0,005
34 4,43 +0,31 0,192 £ 0,001
35 7,26 £ 0,66 0,186 + 0,004
36 159+0,6 0,187 £0,001
37 22,1412 0,188 + 0,004
38 8,80 £ 0,53 0,187 + 0,009
39 6,10+£0,18 0,191 £+ 0,003
40 33,6£1,6 0,373 £ 0,008
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4.8 Procentudlni pfispévek k dennimu pfijmu prvk( z pSeni¢né mouky

Z vyslednych koncentraci namétenych ve vzorcich hladké pSeni¢né mouky (7ab. 4.2,
Tab. 4.3 a Tab. 4.4) byla pro kazdy prvek spocitana primérna koncentrace, ktera byla
pouzita k vyhodnoceni procentudlniho ptispévku pSenicné mouky k doporu¢enému
dennimu pfijmu prvkd. Procentudlni piispévek pSeni¢né mouky k dennimu piijmu

makroprvkli udava Tab. 4.5 a mikroprvki Tab. 4.6.

Primérna koncentrace pouzita pro urceni procentualniho ptispévku byla pro kontrolu
porovnana s vysledky z jinych studii, s nimiz byla ve shod¢€. Spotieba pseni¢né mouky
260 g na den potfebna k vyhodnoceni byla ptevzata z literatury [2]. Ziskany odhadovany

denni pfijem byl porovnan s hodnotami v 7ab. 2.1 a Tab. 2.2.

Tab. 4.5: Prispévek psenicné mouky k dennimu prijmu vapniku, horciku, fosforu a drasliku

Prvek * Ca Mg P K
Primérna koncentrace [mg g'] 0,20 0,24 1,0 1,4
Odhadovany denni piijem [mg] 53 61 260 360

Procentualni ptispévek k doporu¢enému
dennimu piijmu pro muze [%]
Procentualni ptispévek k doporu¢enému
dennimu piijmu pro zeny [%]

5 15 16 11

5 19 21 11

* Koncentraci sodiku nebylo mozné v psenicné mouce vyhodnotit

Tab.4.6: Prispevek psSenicné mouky k dennimu prijmu Zeleza, zinku, médi, manganu,

molybdenu
Prvek Fe Zn Cu Mn Mo
Priimérna koncentrace [pg g™ 11 7,3 1,5 5,8 0,2
Odhadovany denni piijem [mg] 2,8 1,9 0,39 1,5 0,05
Procentualni ptispevek
k doporuc¢enému dennimu piijmu 28 16 26 76 200

pro muze [%]

Procentualni ptispevek

k doporuc¢enému dennimu ptijmu 19 16 26 76 200
pro Zeny [%]

Bylo zjisténo, Ze hladka pSenicnd mouka pfispivad k celkovému doporuc¢enému
dennimu ptijmu prvkd 5 % vapniku, 15 % hotc¢iku pro muze a 19 % hotciku pro Zeny,

16 % fosforu pro muze a 21 % fosforu pro Zeny, 11 % drasliku, 28 % Zeleza pro muZze a
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19 % Zeleza pro zeny, 16 % zinku, 26% médi, 76 % manganu. MnoZstvi molybdenu

piesahlo doporuc¢enou denni davku.

Zjisténé procentualni ptispévky k dennimu ptijmu prvki slouzi jako zakladni pfehled,
ktery mize pomoci celiaklim s upravou jidelnicku poté, co musi ze své stravy vyradit

pSeni¢nou mouku a nahradit ji bezlepkovymi alternativami.

4.9 Porovnani prvkového slozeni mouk

Nasledujici grafy uvadi porovnani prvkového sloZzeni mouk a bezlepkovych smési.
Prvky jsou rozdéleny na makroprvky a mikroprvky. Ke kazdému prvku je pfilozen graf
zobrazujici primérné koncentrace jednotlivych druhti mouk a stanovené koncentrace
v bezlepkovych smésich. Hodnoty v grafech jsou vyjma bezlepkovych smési a
celozrnnych mouk primérem stanovenych koncentraci danych druhti mouky uvedenych
v Tab. 4.2, Tab. 4.3, Tab. 4.4. Chybové usecky udavaji rozsah koncentraci. Zkratky
pouzité v grafech udavaji jednotlivé druhy mouky: R — ryzova, K — kukufi¢nd, PH —
pohankova, PHC — pohankova celozrnna, J — jahlova, C — &irokové, C — cizrova, H —
hrachova, KP — konopna, L — Inéné, KS — kokosova, M — mandlova, PS — pSenic¢na, Z-
zitna, S — §paldova, SC — §paldova celozmna, S1 az S9 — bezlepkové smési. Grafy jsou
rozliSeny i barevné. Modfe jsou oznacCeny obilné mouky bez lepku, zelen¢ mouky
z lusténin, ¢ervené mouky z ofechd nebo semen, zluté obilné mouky obsahujici lepek a

¢erné bezlepkové smési.

MAKROPRVKY
Vapnik

Velmi vysoké koncentrace vapniku oproti ostatnim vzorkiim byly stanoveny
u konopné, mandlové a Inéné mouky (1,6 — 3,2 mg g'!) a u bezlepkové smési DOVES
FARM samokyptici smés (3,0 mg g™!). Vysoké koncentrace obsahovaly i hrachova,
cizrnova a celozrnna pohankova mouka (0,58 — 1,0 mg g'') a bezlepkové smési Labeta a

DOVES FARM chlebova smés.

Velmi nizké koncentrace byly naopak stanoveny v ryzové, kukuficné, jahlové,
¢irokové mouce a nékterych bezlepkovych smésich. Vysledné koncentrace véapniku

zobrazuje graf na Obr. 4.4.
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Hor¢ik

Kromé ryzové a kukuii¢né mouky (0,22 — 0,46 mg g™), jejichZ vysledné koncentrace
hoi¢iku byly srovnatelné nebo mirné€ vyssi oproti koncentracim stanovenymi v pSenicné
mouce, byly ve vSech pfirozen¢ bezlepkovych moukach stanoveny vysoké koncentrace
hot¢iku. Velmi vysoké koncentrace hot¢iku byly stanoveny v konopné a Inéné mouce

(4,5-4,7mg g'l).

Vys§i koncentrace hoi¢iku byla stanovena v celozrnné $paldové mouce (0,93 mg g™).

Vysledné koncentrace zobrazuje Obr.4.5.
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Obr. 4.4: Vysledné koncentrace vapniku Obr.4.5: Vysledné koncentrace horciku
Fosfor

Velmi vysoké koncentrace fosforu byly stanoveny v konopné a Inéné mouce (7,6 — 9,8
mg g'). Vysoké koncentrace byly stanoveny v lusténinovych moukach, ofechovych
moukéch a v bezlepkové smési DOVES FARM samokypiici smés (3,4 — 4,8 mg g!).
Podle slozeni na obalu DOVES FARM samokypfici smés obsahuje hydrogenfosfore¢nan

vapenaty, coz odpovida vysokému obsahu fosforu.

Vys$§i koncentrace fosforu presahujici 2 mg g™ byly stanoveny také v pohankové,
celozrnné pohankové, jahlové, &irokové a celozrnné $paldové mouce. Ctyfi vzorky
bezlepkovych smési mély vyssi koncentrace fosforu (1,1 — 1,5 mg g') nez pSeni¢na

mouka, ve ¢tyfech vzorcich bezlepkovych smési byla stanovena niz8i koncentrace fosforu
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cp Mg g™

10

(0,6 — 0,3 mg g™) nez v pseni¢né mouce. Vysledné koncentrace jsou znazornéné pomoci

grafu na Obr. 4.6.

Draslik

Vysledné koncentrace drasliku jsou graficky porovnany v Obr. 4.7. Velmi vysoké

koncentrace drasliku pfesahujici hodnotu 6 mg g' byly stanoveny v lusténinovych

moukéch, seminkovych a ofechovych moukach (6,2 — 19 mg g™!). Nejvyssi koncentrace

byly stanoveny v kokosové mouce, jeji hodnoty drasliku byly oproti ostatnim témto

moukam v nékterych ptipadech az dvojnésobné.

Koncentrace nad 2 mg g' byly stanoveny v pohankové, celozrnné pohankové,

girokové, Zitné a celozrnné $paldové mouce (2,8 — 4,2 mg g'!). Koncentrace zbylych

druhti mouk byly pod 2 mg g’!. Z nichZ vy$si koncentrace neZ uz hladké pSeni¢né mouky,

byly stanoveny u kukufi¢né, jahlové mouky a u tii vzorkt bezlepkovych smési.
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Ve vétsing vzorcich mouk nebylo kviili nizké koncentraci mozné sodik stanovit. Velmi

nizké koncentrace do 0,62 mg g”! byly stanoveny v ryzové, cizrnové, Inéné, mandlové a

kokosové mouce.
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Ve vsech bezlepkovych smésich byl sodik stanoven. Krom tii vzorkl bezlepkovych
smési byly ve smésich stanoveny vysoké koncentrace sodiku. Divodem bude sloZeni,

kdy u nékterych smési je ve slozeni pfimo uvedena kuchyniska sil. Vysledné koncentrace

jsou graficky znazornény v Obr.4.8.
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Obr. 4.8: Vysledné koncentrace sodiku

MIKROPRVKY

Zelezo
Velmi vysoké koncentrace Zeleza oproti ostatnim vzorkiim byly naméfeny u konopné
a Inéné mouky (98 — 168 ug g), Ize je povazovat za vhodné k ¢aste¢nému nahrazeni

jinych druht mouk a obohaceni vysledného pokrmu o Zelezo. Vysoké koncentrace Zeleza

byly stanoveny i u cizrnové, kokosové mouky a celozrnné pohankové mouky (59 — 79

-1
ngg).
Vyrazné vyssi koncentrace Zeleza oproti pSeni¢né mouce a bezlepkovym smeésim

vykazovala bezlepkovd smé&s DOVES FARM chlebovda smés (27 ugg'), lze
predpokladat, ze byla obohacena. Tento pfedpoklad potvrzuje sloZeni na obalu mouky,

které uvadi, Ze mouka obsahuje i cizrnovou a pohankovou mouku.

Vzorky ryZzové mouky a vétSina bezlepkovych smési obsahovaly nizké koncentrace

zeleza, které se nachdzely pod koncentraci urovné Sumu. Kukufi¢nda mouka, ostatni



bezlepkové smési, pSenicnd a Spaldova mouka obsahovaly nizké koncentrace Zeleza

oproti ostatnim druhii mouky (6,7 — 14 pg g™).

K porovnani byly zatazeny celozrnné alternativy Spaldové a pohankové mouky,
z vyslednych koncentraci vyplyva, ze celozrnné alternativy obsahovaly vyrazné vyssi
koncentrace zeleza a blizily se az trojndsobné hodnoté koncentraci stanovenych

v necelozrnnych variantach. Vysledné koncentrace Zeleza prevedené do grafu zobrazuje

Obr. 4.9.

Zinek

Vysoké koncentrace zinku vyrazné prevysujici koncentrace stanovené u ostatnich

vzorkd mouk byly stanoveny v konopn

J4

(&

a

Inéné mouce (92 — 75 pgg'). Nizké

koncentrace zinku (koncentrace byly niz$i nez 10 pg g') byly zjistény v kukufiéné,

pSenicné a Spaldové mouce a ve vétsing bezlepkovych smési.

V celozrnné Spaldové mouce byla stanovena Ctyfikrat vyssi koncentrace zinku nez

v klasické Spaldové mouce. Pfekvapivym zjisténim bylo, Ze celozrnna pohankova mouka

neobsahovala vyrazn€ vyssi koncentrace zinku. Stanovené koncentrace zinku zobrazuje

sloupcovy graf na Obr. 4.10.
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Obr.4.9: Vysledné koncentrace zZeleza
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Obr. 4.10: Vysledné koncentrace zinku




Méd’

Velmi vysoké koncentrace médi byly stanoveny v konopné, Inéné a kokosové mouce
(17 — 21 pgg'). Vysoké koncentrace médi byly stanoveny v lusténinovych moukach,
mandlové mouce a celozrnné pohankové mouce (6,8 — 9,5 pg g ). Kromé kukufi¢né
mouky bylo ve vSech ptirozené bezlepkovych moukach stanoveno vice médi nez v hladké

pSeniéné mouce (1,5 ug g™).

Ve tfech vzorcich bezlepkovych smésich (Jizerka, Univerzal K-FREE, DOVES
FARM chlebova) byly stanoveny znacné vyssi koncentrace médi nez v hladké pSenicné
mouce (2,6 — 2,8 ng g!). Ve dvou vzorcich bezlepkovych smési byly stanoveny velmi

nizké koncentrace médi (0,37 — 0,38 pg g!). Vysledné koncentrace médi jsou zobrazeny

na Obr. 4.11.

Mangan
Vyrazné vysokd koncentrace, az né€kolikrat vysSi nez u ostatnich vzorkd, byla
stanovena v konopné mouce (114; 155 ug g!). Vys&i koncentrace nez 3 pg g byly

stanoveny v Inéné, kokosové a cizrnové mouce (24 — 57 ug g™h).

Koncentrace stanovené v bezlepkovych smésich byly nizké a krom jednoho vzorku
smési neptesahly hodnotu 10 pg g'. Nizsi koncentrace nez 10 pg g byly stanoveny i
v pSenicné, Spaldové, jadhlové a kukuficné mouce. Vysledné koncentrace jsou zobrazeny

v grafuna Obr. 4.12.
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Obr. 4.11: Vysledné koncentrace médi Obr. 4.12: Vysledné koncentrace manganu

Molybden

Vysledné koncentrace molybdenu jsou zobrazeny na Obr.4.13. Vysoké koncentrace a
zaroven 1 vysoké rozsahy naméfenych hodnot koncentraci byly stanoveny
v lusténinovych moukéach, divodem by vtomto pifipadé mohla byt kontaminace.

U ostatnich druht mouk se nevyskytovaly velké rozsahy namétenych koncentraci.

U ostatnich vzorkl lze pozorovat dvé skupiny. Prvni skupinou byly vzorky, jejichz
naméfené koncentrace byly vyssi nez 0,3 ngg'. Druhou skupinou byly vzorky se
stanovenou koncentraci nizs$i nez 0,3 pg g’!, jednalo se o kukufi¢nou, jahlovou mouku,
vétsinu bezlepkovych smési a o obilné lepkové mouky vyjma celozrnné Spaldové mouky.

V jednom vzorku bezlepkové smési leZela vysledna koncentrace pod detekénim limitem.
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Obr. 4.13: Vysledné koncentrace molybdenu
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4.10 Vicerozmérna analyza dat

Ze studii bylo zjiSté€no, Ze na vliv prvkového sloZzeni mize mit vliv lokalita péstovani.
Ptedpokladem vyplyvajicim ze studii bylo, Ze druh mouky ma vyrazné vétsi vliv na jeji
prvkové slozeni, nez samotna lokalita péstovani. Tento pfedpoklad byl potvrzen i v této
diplomové praci, coz demonstruji Obr. 4.14 a Obr. 4.15. Pro modelovani vyslednych dat
byly pouzity dvé hlavni komponenty. Prvni dv€ hlavni komponenty vysvétlovaly 73 %
variability dat, pfi¢emZ PC1 ptedstavovala 60 % a PC2 13 % této variability. Z Obr. 4.14
je patrné, Ze vysledné koncentrace mouk se na zakladé vzajemné podobnosti rozdé€lily

do shlukt, které odpovidaji uvedenym druhiim mouky.

Dalsim faktorem, ktery mohl ovlivnit vysledky, bylo obohacovani potravin o prvky.
JelikoZ je obohacovani mouky o prvky v Ceské republice dobrovolné, vyrobci se chlubi
pfidanim prvkii. Na originalnich baleni mouky nebyly uvedeny Z4dné informace
o obohaceni. Tato prace predpoklada, Ze wvysledné hodnoty nebyly obohacenim

ovlivnény.
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Obr.4.14: Analyza hlavnich komponent prvkového sloZeni namérenych mouk

Na Obr. 4.15 jsou zietelné tfi skupiny mouk, které jsou si prvkovym sloZenim vice
podobné nez ostatni. Prvni skupinu tvofi Inénéa a konopna mouka. Druhou skupinu tvofi
bezlepkové smési, vétSina ryzovych mouk a kukufi€na mouka. Tteti a zaroven nejveétsi

skupinu tvofily ostatni druhy mouk.
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Obr.4.15: Hierarchicka shlukova analyza. Druh mouky odpovida ciselnému kodu
zTab. 3.1, Tab. 3.2 a Tab. 3.3.
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5 ZAVER

Byla provedena optimalizace rozkladu reprezentativnich vzorkl. Jako optimalni
pro rozklad praktickych vzorkl byl zvolen pomér 3 ml 65% kyseliny dusicné a 4 ml 30%
peroxidu vodiku. Déle byly stanoveny koncentrace vapniku, hot¢iku, fosforu, drasliku,
sodiku, zeleza, zinku, médi, manganu a molybdenu ve 40 vzorcich mouk pomoci

hmotnostni spektrometrie s induk¢né vazanym plazmatem.

Porovnanim prvkového slozeni bylo zjisténo, ze velmi vysoké koncentrace prvki
oproti ostatnim vzorkl byly stanoveny v konopné a Inéné mouce. Lusténinové a ofechové
mouky byly bohat$i na porovnavané prvky nez pSeni¢nd mouka a obilné¢ mouky

obsahujici lepek.

V piirozené bezlepkovych obilnych moukéch byly ve vétSin€ pripadech stanoveny
vys$s§i nebo podobné koncentrace prvka jako v pseni¢né mouce. Vyjimkou byly nizké
koncentrace vapniku stanovené v obilnych bezlepkovych moukach a velmi nizka
koncentrace Zeleza, kterou nebylo mozné stanovit, u ryzové mouky. Toto zjisténi je
dualezité pro celiaky, ktefi pouzivaji tyto alternativy, aby obohatili stravu jinymi zdroji

téchto prvki, naptiklad konopnou nebo Inénou moukou.

Prvkové slozeni bezlepkovych smési bylo rizné a zélezelo na vyrobci. Nebylo
zjiSté€no, Ze bezlepkové smési jsou obecné chudé na mineraly oproti pSeni¢né mouce.
Ve vétsiné bezlepkovych smési byly ale stanoveny nizké koncentrace Zeleza, které je
pro celiaky nedostatkové. Zaroven vétSina bezlepkovych smési obsahovala vysoké

koncentrace sodiku, ktery ostatni druhy mouk neobsahovaly.
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