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Abstrakt

Obsahem této prace je vyvoj a optimalizace metody stanoveni obsahu Zeleza v pivu
bezplamenovou AAS jako citlivéjsi alternativy k bézné pouzivané plamenové AAS. Zatimco
pro vodné roztoky byla vyvinuta metoda plné€ funk¢ni, u redlnych vzorka piva matricni efekty
zcela znemoznovaly toto stanoveni. Proto byla vyvinuta metoda ptipravy vzorku, a to
precisténi piva pies kolonku naplnénou adsorbentem Florisilem. Po této Gpravé byly rusici
latky odstranény a mez detekce pro tento zpusob stanoveni byla stanovena Sestkrat nizsi nez
pro plamenovou AAS. Vzhledem k tomu, Ze v redlném vzorku byl naméfen o 30 % nizsi
obsah Zeleza nez pomoci plamenové AAS, je tfeba danou metodu déale optimalizovat, coz

bude predmétem dalSich experiment.

Abstract

This thesis describes the development and optimisation of a method for determination of
iron in beer using electrothermal atomic absorption spectroscopy as a more sensitive option to
routinely used flame atomic absorption spectroscopy. While a fully functional method has
been developed for aqueous solutions, matrix effects in real beer samples made this
determination impossible. Therefore, a method of sample preparation has been developed,
beer purifying through column with adsorbent Florisil. After this adjustment the interfering
substance was eliminated and the detection limit of ETAAS was six times lower than the
detection limit of FAAS. The content of iron in the real beer sample using ETAAS was
measured as 30 % lower than using FAAS, it is therefore necessary to optimise this method.

This will be the subject of further experiments.

Kli¢ova slova:

AAS, zelezo, pivo

Keywords:
AAS, iron, beer



Podékovani

Rada bych pod&kovala RNDr. Jané Olsovské, Ph.D. a Ing. Karlu Stérbovi PhD za cenné

rady a Cas, ktery mi vénovali, pii zpracovani bakalarské prace.



Obsah

1
2

UIVOG. ottt sttt bttt bttt n ettt n e 7
TEOTELICKA CAST....vviviiitie ittt 8
2.1 Atomova abSOTPCNT SPEKITOMMEIIIC ....veeveeiieiietieieeie ettt nne e e 8
211 PHINCIP MEIOAY .....ceiiiieeeete ettt 8
2.1.2 INSETUMENTACE ... 9
213 INEEITEIENCE. .....cviiic 15
2.2 PIVO et b bRt n ettt 18
2.3 KOVY V PIVU ottt bbbt 18
2.3.1 2 17 IR 011V TR 19
EXPErMENtAINT CAST ...uvviiviiiiiiiieeiiie st stee st ste et st et et e s e e e be e e s be e snte e e beeanbeesteeanees 21
TN N O 1153 1111 1 L= PSP PR PP 21
KT (] |V OSSR 21
K T v 12 (o P T T TP PP TP PR PP 21
3.31 Parametry PIIStIOJE ..eeoveeiiiiiieietee ettt 22
KT 0 1 [ o PP PP PR RPN 22
341 Priprava standardll...........ccovvriiiiiiii e 22
3.4.2 PTPIava VZOTKT ...vvvieiiiiiiiiiie it naree s 23
343 Piiprava validacnich rOZtoKU ........ccvvvviiiiiiiiicn e 23
344 JA R A V5] o 513 (o [ OO PP TSP R PRI 23
3.4.5 POSTUDP MNETENT ...ttt sttt sie e e stn e 24
KT VA ' o Yo 2 PSP 25
VYSIEAKY ettt r e r e r e 26
4.1  Optimalizace stanoveni Zeleza ve vodnych 10ztoCich .........ccovviriiiiiiiiie 26
4.2  Optimalizace stanoveni Ze1eza V PIVU.........covereriiirieiieie et nee e 28
£.2.0  REAENL....iioeiiiieiiciice e 28
422 Metoda standardniho prdavKU .......c.cceeviiiiiiiie s 30
423 OdStraneni TUSIVE MALTICE ......vvivverieirieesreesee e sree e e e nnee s 31
4.3 ValIdACE. ... 32
431 SPTAVIIOST .ttt ettt b et et 32
4.3.2 Stanoveni LOD a LOQ (srovnani ETAAS a FAAS) ..o 33
DISKUZE ...t 35
ZEAVET ..ottt 37



Seznam zkratek

A

c

C

Ei

AE
EDL
ETA
ETAAS
FAAS

HCL

LOD

LOQ

RSD
SD
SW

Xi

I

< 22 A

S/

D

absorbance

hmotnostni koncentrace
rychlost svétla ve vakuu
energie hladiny elektronu
rozdil energii hladin
bezelektrodova vybojka

elektrotermicky atomizator

gdm’

ms

bezplamenna atomova absorp¢ni spektrometrie

plamenova atomova absorpcni spektrometrie

Planckova konstanta

vybojka s dutou katodou

délka absorp¢ni vrstvy

limit detekce

limit kvantifikace

pocet atomd v jednotce objemu
pocet méteni

relativni smérodatna odchylka
smérodatnd odchylka

software

teplota

vypoctena hodnota

prumérna hodnota

absorp¢ni koeficient pfi vinové délce A
atomovy absorp¢ni koeficient
vinova délka

frekvence zateni

tok zafeni zmenseny absorpci

puvodni tok zéateni

6,626 176 Js

dm’

%

°C

dm?® mol m*
m2

m

Hz

Jst

Jst



1 Uvobp

Zelezo patii mezi dilezité technologické prvky v pivu. Nejéastéji se obsah Zeleza v pivu
stanovuje plamenovou AAS®, ktera byla v této praci pouzita jako referenéni metoda. Cilem

prace bylo vyvinout metodu pro stanoveni mnozstvi Zeleza v pivu bezplamenovou AAS, ktera

by byla citlivéjsi.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Atomova absorpCni spektrometrie

Atomova absorpcni spektrometrie je analytickd metoda zalozena na absorpci vhodného
elektromagnetického zafeni volnymi atomy v plynném stavu’. Tuto metodu lze pouzit pro

analyzu az Sedesat kovovych popt. polokovovych prvkda.

2.1.1 Princip metody

Energie atomu v ruznych stavech je urcena hlavné vyskytem elektronu v urcitych
energetickych hladinach®. Absorbuje-li atom zafeni, mize dojit k ptechodu elektronii ze
zakladniho stavu do vysSich energetickych hladin. Pokud elektron excituje z urcité hladiny E;
na hladinu s vyssi energii E,, pfijme mnoZstvi energie odpovidajici rozdilu energii téchto

dvou hladin AE.

Ty

EE:E:_Ei :hv.:h_

S

1)
h — Planckova konstanta [6,626 176 J s]

v — frekvence zafeni [s™]

¢ — rychlost svétla ve vakuu [ms™]

A — vinova délka [nm]

Pro kazdy prvek je charakteristicka vinova délka absorbovaného zaieni a jeho intenzita. Prave
proto je AAS metodou specifickou.

V ultrafialové a viditelné oblasti zafeni absorbuji atomy kovi a nékterych polokovi.
Ostatni nekovové prvky absorbuji zafeni v oblasti mensi nez 190 nm, tedy ve vakuové UV
oblasti?.

Pti excitaci valen¢nich elektront dojde k zeslabeni absorbovanych vinovych délek a je
mozné pozorovat absorpéni carové spektrum (tmavé Cary na svétlém pozadi)z. Atom ma
moznost byt v fad¢ excitovanych stavi, protoze sledovana spektra obsahuji mnoho ¢ar.

Nejcastéji se v absorpcnich spektrech uplatiuji ¢ary rezonanéni (dochazi k rezonanci
S optickym zafenim vhodné frekvenceA), cozZ jsou cary, které odpovidaji ptfechodu elektronii
ze zékladniho stavu. Pro analytickou chemii se pouZzivaji ¢ary odpovidajici piechodu

s nejvétsi pravdépodobnosti a tedy s nejvétsi citlivosti®.



Jako zdroj zafeni se pouZivaji stejné prvky, které chceme stanovovat, protoze zdroj zafeni
musi emitovat zaieni o vysoké energii. Prvek stejny se stanovovanym bude poskytovat zafeni
o pozadované vlnové délce. Vztah mezi emitovanym zatenim zdroje a absorpci zafeni vzorek

popisuje Lamber-Beeriv zakon:
P =@ - e N ()

® — tok zafeni zmenseny absorpei [J 7]
®, — ptivodni tok zafeni [J 5]

K — atomovy absorp¢ni koeficient [m?]

N — pocet atom v jednotce objemu [dm™]

| — délka absorp¢ni vrstvy [m]

po uprave:

log &
A= i 0 = 0434 -x-N-1

(3)
A — absorbance

V kvantitativni analyze se b&zné pouziva upravena rovnice, kde je naméfend hodnota

absorbance pfimo imérna koncentraci stanovovaného prvku.
—c-1-
N A=c-l-¢ (4)

¢ — koncentrace [mol dm™]

&. — absorpéni koeficient pii vinové délce A [dm® mol m™]

V praxi se vyuziva metody kalibra¢ni kiivky nebo standardniho ptidavku u nestalych vzork.

Vyhodou je, Ze neni potieba znat hodnotu absorpcniho koeficientu.

2.1.2 Instrumentace

Standardni pfistroj pro atomovou absorp¢ni spektrometrii se skldda ze zdroje zéfeni,

atomizatoru, monochromatoru, detektoru a pocitace.



2.1.2.1 Zdroje zareni

Zdroje primarniho zafeni se stabilnim zafivym tokem, poskytujici dostate¢né intenzivni
uzké cary bez deformace samoabsorpce a s minimalnim pozadim nejlépe spliuji podminky
pro méfeni atomovou absorpéni spektrometrii®. Jako tyto zdroje se pouZivaji vybojky s dutou

katodou, bezelektrodové vybojky nebo jiné specialni zdroje.

Vybojky s dutou katodou (HCL — hollow cathode lamps)

Tyto vybojky vysilaji intenzivni a stabilni zafeni’, emituji &arové spektrum bez
samoabsorpce a maji dostate¢nou Zivotnost®.

Vybojky s dutou katodou jsou zhotoveny z optického skla se zatavenymi elektrodami
a Celnim okénkem, které propousti zareni hlavnich rezonancnich dar>®, Vystupni okénka jsou
z optického kiemene (A do 240 nm), z UV-skla (A od 240 do 300 nm) nebo z bézného
optického skla (A nad 300 nm). Katoda je tvofena jako duty véleCek z velmi cistého kovu,
ktery je stanovovan, z materidlu s chudym emisnim spektrem s folii stanovovaného kovu na
vnitini strané¢ katody, ze slitiny nebo ze sinatrovanych praskovych materidli pro Spatné
obrobitelné kovy. Pouzivaji se i viceprvkové katody. Kovy s vysokou teplotou tani s vrstvou
praskového kovu s velkym povrchem (vaze zbytky molekulérnich plynll) je tvofena anoda.
Cela vybojka je evakuovana a naplnéna inertnim plynem (Ne, Ar).

V dutiné katody dochazi k nizkotlakému doutnavému vyboji. Srazkami urychlenych iontt
S atomy vzacného plynu dojde k ionizaci pfi vlozeném napéti a kladn€ nabité ionty vzacného
plynu z povrchu katody vyrazi atomy kovu, ty se srazkami s ionty a elektrony plazmatu
dostanou do stavu excitace a pii deexcitaci je uvolnéno potfebné mnoZstvi

elektromagnetického zateni.

Bezelektrodové vybojky (EDL — electeodeless discharge lamps)

Vybojky obsahuje banic¢ku, valcového tvaru z kiemene nebo ze skla, ktera je naplnéna
stejnym prvkem, ktery chceme stanovit®. Prvky jsou ve form¢ smési kovu a jeho tékavé
slouceniny, nejcastéji halogenidu. Musi produkovat pary o vhodné tenzi pfi pracovni teploté
V}'/bojkys. Evakuované vybojky jsou plnény inertnim Ar, Ne nebo He.

Bezelektrodové vybojky mohou byt excitovany radiovou frekvenci, u kterych je vyboj tésné

podél stén a tim je minimalizovina samoabsorpce rezonanénich &as®, nebo mikrovinnou
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prvky s c¢arami v oblasti vlnovych délek menSich nez 220 nm, tedy selen, arsen, olovo

a fosfor.

Specialni zdroje
Jde o kontinudlni zdroje jako vysokotlaké xenonové obloukové vybojky nebo

polovodicové diody.

2.1.2.2 Atomizator

Atomizator pfeménuje stanovované prvky na atomarni paru, coZ jsou volné atomy

’ ’ . , . . r 3 v ror c v w7
v zakladnim, excitovaném nebo ionizovaném stavu”. Kromé& poskytovani co nejvetsi
koncentrace volnych atoml by mél byt zachovan pomér mezi koncentraci volnych atomut
a koncentraci stanovovaného prvku ve vzorku v celém pracovnim rozsahu atomizatoru.
Teplota atomizatoru by neméla ptekro€it teplotu potfebnou k vyrazngjsi excitaci atomi, ale
. y < < oo 2 P .
zaroven by méla dostatovat pro atomizaci prvku®. Pouzivaji se plamenové nebo

bezplamenové atomizatory.

Plamenové atomizatory

V plameni probiha reakce mezi okysliCovadlem a palivem, doprovdzend intenzivnim
vyvojem tepla a zafeni®. Kontrolu nad hofenim, tvarem a polohou plamene zajist'uje hotak, do
které¢ho se privadi palivo 1 okysliéovadlo4. Plamen by mél mit vlastni slabé zafeni a nizkou
absorpci v pracovni oblasti spektra.

Pfi stanoveni zalezi na sloZeni plynné smési. Jako palivo se vyuziva propan, acetylen,
vodik, jako okyslicovadlo pak vzduch nebo oxid dusny. Pouzivaji stechiometrické plameny

nebo plameny s niz§im nebo vys$sim obsahem paliva.

V AAS se nejCastéji pouzivaji laminarni pfedmichané plameny, kde se palivo

a okyslicovadlo ptedem promichéz. Plyny v hotaku musi mit 2-3x vétsi rychlost nez je

11



rychlost hofeni, jinak by mohlo dojit k nestabilit¢ plamene, odfoukavani od hotaku nebo
zhasnuti plamene nebo naopak k V}'/buchu4.

Plamen se skladd znékolika reakénich zon — piedehfivaci, primarni, mezireakéni
a sekundarni®®. Tyto zény jsou znazornéné na obr 1. Plyny se v piedehiivaci zon& zah¥ivaji na
zapalnou teplotu. Primarni zéna se zvétSuje s nadbytkem paliva a vznikaji zde radikaly.
V sekundarni reakéni zon€ probihd diftzni hotfeni, dohofivani palivové smési a plamen se
zbarvuje do modrofialova. V této zoné probiha zde reakce

CO4+0—CO,+ hv

a dochazi k tvorbé oxidac¢nich radikald a molekul. Velmi tizka mezireakéni zona se nachazi
mezi primarni a sekundarni reakéni zénou, kde v redukcénich uhlovodikovych plamenech
dochazi ke vzniku redukcnich radikala a molekul. Zéna je zbarvena do Zlutozelena ve smési
acetylen-vzduch, u plamene acelyten-oxid dusny je doCervena kvili emisi CN radikald. Tato
zona obsahuje velmi malou koncentraci kysliku, proto je vhodna pro atomizaci prvkl tvorici

velmi stabilni oxidy.

Obr 1 Zény plamene

1 — ptedehiivaci zona, 2 — primarni reakéni zéna, 3 — mezireakéni zéna, 4 — sekundarni
reak¢ni zona



Stanoveni vzorku v plameni zavisi na vySce hotéku, ktera se nastavuje tak, aby paprsek
prochézel casti s nejvetsi hustotou atomarni péry4. Pro rizné prvky je vyska nad hlavici
hotaku rizna.

Kapalny vzorek se do atomizatoru dostava ve form¢ aerosolu drobnych kapek zmlzovacem
ptes mlznou komoru.

BéZné se pouzivaji pneumatické zmlzovace, u kterych se vzorek nasava ptisobenim plynu
pod tlakem®. V mlzné komote jsou jemné kapiky po smiseni s topnym plynem vedeny do
hotaku a vétsi kapky se tamtéz tfisti o sklenénou kulicku za vzniku mensich kapicek. Nékteré
se odpafi, n€které odtékaji v kondenzatu.

Kromé toho se uzivé naptiklad ultrazvukovy, elektrostaticky nebo hydraulicky vysokotlaky

zmlZzovad.

Bezplamenové atomizatory

Nejcastéji pouzivané elektrometrické atomizatory neboli ETA jsou vyhiivané elektrickym
proudem. Jsou vyrdbény z riiznych materiald, rtiznych konstrukci a dosahuji riznych teplot.
Pouzivaji se grafitové picky, wolframové pasky nebo naptiklad dratky, slitiny z platiny nebo
rhodia.

Pro elektrotermickou atomizaci analytu je potfeba ochranna atmosféra inertniho plynu,
argonu nebo dusiku, k zabranéni oxidace vzdusnym kyslikem?.

Tyto atomizatory pracuji pii teplotnim programu, ktery nejprve vzorek vysusi, ¢imz dojde
k odpafeni rozpoustédla, pak nasleduje rozklad matrice béhem zihani a teprve potom dochazi
k atomizaci.

U grafitovych kyvet se vzorek davkuje bud’ pfimo na vnitini sténu atomizatoru, nebo se

v nékterych ptipadech vyuziva platformy uvnitf trubice, na kterou se vzorek nadavkuje.

V ptipadé ETA se vzorky davkuji jednorazove, takze pii métfeni pozorujeme piechodny
signal neboli pulz. Velikost i doba trvani jsou zavislé na typu konstrukce, druhu a mnozstvi
analytu a dalezitym faktorem je i teplota a vliv prostfedi. Pfi plamenové AAS tento pulz

. y e o C s 1.2.3
nepozorujeme, protoze vzorek je pfivadén kontinudlné a signal se méfi neustale™”.
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2.1.2.3 Disperzni systém

Disperzni systém slouZi k prostorové separaci zafeni se sledovanou rezonan¢ni ¢arou, tedy
carou o vhodné vinové délce. Bézné se uzivaji bud’ monochromatory, nebo interferencni
filtry?. Monochrométor se sklada z vystupni §térbiny, disperzniho prvku, vystupni $térbiny
a pomocné optiky®. Disperzim prvkem byvaji vétsinou odrazové mftizky, vyjimeénd hranoly,
Vv rozsahu vinovych délek od 190 do 900 nm?®,

Hranol rozkladd polychromatické zafeni na zdkladé lomu svétla na monochromatické
zatfeni o riznych vlnovych délkdch. Volba materidlu na vyrobu hranolu je zavisla na
pozadované oblasti vinovych délek. V dneSni dobé najdeme hranoly uz jen ve starSich
ptistrojich.

Difrak¢éni odrazové miizky pracuji na principu odrazu paprskl zareni. Jsou konstruovany
jako desticky riznych velikosti z riznych materialti, do kterych jsou vryty malé vrypy stejné
velikosti, které jsou umistény dokonale rovnob&zné a s presnou vzdalenosti od sebe’. Tim je
docileno, ze s dopadem paprskii na vrypy dojde k difrakci a v ur¢itych thlech odrazu dojde
K interferenénimu zesileni paprski. Sklon stén vrypt u klasickych miizek je dan tak, aby
v rozsahu spektra bylo soustfed’ovano co nejveétsi mnozstvi zafivé energie. Pocet vrypll na
jeden milimetr je dan oblasti spektra, pro kterou je miizka urend, napt. v ultrafialové az
viditelné oblasti se pouzivaji mfizky se stovkami az tisici vrypy na 1 mm, pro infraervenou
oblast maji mfizky jen do stovek vrypti na 1 mm.

V atomové absorpéni spektrometrii zdroj primarniho zéafeni emituje uzké cary, neni
potieba klast vysoké naroky na rozliSovaci schopnost monochromatoru®*.

Stérbiny slouzi k vymezovani &asti paprski. Sitka §térbiny se nastavuje tak, aby byla

optimalni velikost méfeného signélu a zaroven 1 intenzita pozadi.

2.1.2.4 Detektory

Detektory prevadéji elektromagnetickou formu energie, tedy zafeni na energii elektrickou.
V ultrafialové, viditelné a blizké infraCervené oblasti zafeni se nejCastéji vyuZivaji
fotonasobice a to hlavné pro jejich vysokou citlivost. Jsou zaloZzené na vné&jSim
fotoelektrickém efektu. Jednoduché schéma fotondsobice se ttemi dynodami je znazornén na
obr 2.

Hlavnim komponentem je fotokatoda, ze které se pti dopadu fotonu uvolni elektronyS. Ty

jsou urychlovany elektrickym polem a pfitahovany pomocnymi elektrodami neboli dynodami.

14



Kdyz elektron dopadne na prvni dynodu, vyrazi nékolik sekundarnich elektroni. Ve
fotonasobici je obvykle soustava 9 — 13 dynod, pfes které se tento proces opakuje az ke sbérné
anod&®. Mezi katodou a anodou je registrovan prosly proud, ktery je diky dynodam

n¢kolikandsobné vyssi.

L
-

e e T~s
: L

Obr 2 Fotonasobic
1 —foton, 2 — fotokatoda, 3 — dynody, 4 — anoda, 5 — ampérmetr, 6 — zdroj

2.1.3 Interference

Interference jsou jevy, které vyvolavaji systematické odchylky ve velikosti signélu
analytu®. Pokud by méfeny vzorek obsahoval pouze stejné mnoZstvi analytu a stejné
rozpoustédlo jako standardni roztok a neobsahoval by slozky, z nich nékteré mohou vyvolat
rusivé jevy, tedy interferenty/rusivé slozky, naméieny signal obou roztokti by se shodoval.

Rusivé jevy délime na spektralni a nespektralni. Nespektralni interference odliSujeme

U plamenové a bezplamenné atomizace.

2.1.3.1 Spektralni interference

V uzkém spektralnim intervalu ¢ary analytu se mohou vyskytovat ruSivé absorpce, jejichz
v o v ’ ¥ v ry ’ I ’ 4
pti¢inou mtize byt piekryv Car, rozptyl zafeni a molekuldrni absorpce”.

. .7 . o ’ o v .7 e r ¥ rooror vy ’ v 4

Existuji dvojice prvki, u kterych mize dojit ke vzajemnému piekryvani métenych car”.

Mira vzajemného ruseni zalezi na koncentraci jednotlivych prvkl ve vzorku. Pii odstranéni

15



rusivého prvku z matrice nebo pii volbé jiné spektralni ¢ary pro analyt je mozné rusivy vliv
eliminovat.

Rozptyl zateni zpusoben tvorbou jemnych nevypatrenych pevnych nebo kapalnych castic
miZe zapi&init zdanlivou absorpci®. Tento jev se projevuje hlavné u kratkych vinovych
délek. V piipadé plamenové AAS Kk rozptylu zafeni dochazi v chladnéjsich plamenech, proto
je vhodné pouzit pro potlaceni toho jevu smés acetylen-oxid dusn}'/?’. Pti pouziti bezplamenové
techniky se miize absorpce zptisobena rozptylem zatreni projevovat jako kouft, ktery vznika pfi
atomizaci z malo tékavych latek, které nebyly odstranény pii pyrolyze, hlavné u biologickych
materiali nebo s pouzitim kyseliny sirové nebo fosfore¢né, popiipade pii uvoliiovani grafitu
ze stény atomizatoru®. Rozptyl zateni je mozné témét vzdy minimalizovat korelaci pozadi.

Siroké pasy nebo jemna struktura Gizkych pikéi mize byt projevem molekularni absorpce4.
Tento rusivy vliv je podminén pfitomnosti nedisociovanych molekul ve vzorku a projevuje se
v celém rozsahu pouzivanych vinovych délek”.

Rozptyl zafeni i molekularni absorpce zpiisobuji tzv. nespecifickou absorpci neboli

absorpci pozadi.

Korekce pozadi

Absorpce pozadi se pifi meéfeni piicCitd k absorpci analytu. Pozitivni chyba mitize byt
problém hlavng u stopovych analyz pfi méfeni s elektrotermickym atomizatorem®. Ke korekci
pozadi se pouziva sekvencni zpiisob, kdy se v prvnim kroku zméfi celkova absorbance na
vinové délce stanovované latky. V druhém kroku se méfenim zjisti pozadi na blizké care
rezonancni ¢ary analytu. OvSem prvek, jehoz blizka ¢éara je rezonancni, nesmi byt obsazen ve
vzorku®. Pro tento zpiisob korekce pozadi lze pouZit viceprvkovou vybojku.

Dale se korekce pozadi provadi pomoci zdroje kontinualniho zafeni, vyuzitim Zeemanova
jevu nebo metodou Smith-Hieftje.

Korekce pomoci zdroje kontinualniho zafeni je nejrozsifenéjsi metodou. Méfeni se zaklada
na stfidani paprskd carového a kontinualniho zdroje zafeni skrz absorpéni prostiedi
s elektrickou modulaci s posunem fazi>®, Vybojka s dutou katodou emitujici ¢arové spektrum
analytu, mé&fi celkovou absorpci. Deuteriova vybojka jako zdroj kontinuélni zdroj zafeni méti
absorpci pozadi v pozadovaném spektru. Vysledkem je rozdil obou signalu, tedy hodnota
odpovidajici koncentraci analytus. Ze spektra vybojky s dutou katodou se vymezi

monochromatorem rezonan¢ni ¢ara analytu a z kontinua se vymezi pas. Intenzita zafeni obou
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zdroji je pfed zaCatkem zafeni nastaveno na stejnou hodnotu. Pokud zméfime absorpci
analytu pomoci HCL, bude intenzita zafeni snizena o hodnotu intenzity analytu. Pii stejném
méfeni deuteriovou vybojkou, bude snizeni mensi nez 1 %, coZ je mozno zanedbat”.
Zméiime-li pouze nespecifickou absorpci pozadi, sniZeni intenzity zafeni bude stejné u obou

zdrojt. Deuteriovou vybojku Ize pouzit ke korekei jen pro vinové délky do 350 nm.

2.1.3.2 Nespektralni interference

Interference transportu

Tyto interference jsou dany zménami rychlosti nasavani roztoku nebo zménami ucinnosti
zmlZovani. Jejich vliv je moZné minimalizovat pfi pfipravé srovnavacich roztoki udrzovanim
shodného slozeni se slozenim vzorkt, aby rozdily byly zanedbatelné®, protoze rusivé vlivy
jsou ovlivilovany vlastnostmi roztokli a to predevs§im viskozitou, povrchovym napétim tenzi

v , 01 Nveis 1: , e e 4
par rozpoustédla nebo obsahem soli. Dtlezity vliv ma i u¢innost desolvatace”™.

Interference vyparovani

Vznik méné tckavé slouceniny jako naptiklad netékavych soli zabrafujici ptechodu
analytu do plynné faze miize zapficinit snizeni citlivosti pfi méfeni koncentrace analytu. Totéz
muze zpusobit 1 disperze analytu v nadbytku tézko t€kavého interferentu®”, Naopak zvySeni
signdlu mize nastat v disledku zvysSeni vypafovani analytu v disledku rozptylu analytu
Vv t€kavéjsi slozce.

Zabranit témto interferencim lze optimalizaci parametrii pfistroje, zvySenim teploty
plamene, ptidavkem tékavéjsich sloucenin pro zvyseni disperze aerosolu nebo K tvorbé tékavé

o 4
slouCeniny analytu.

Interference v plynné fazi

Tyto rusivé vlivy ovliviuji disociaci a ionizaci. Mize dojit k posunu rovnovah v plameni,

o , , o . oy .y 4
mohou se tvofit nové molekuly a koncentrace volnych atomi v plameni se mize sniZovat .
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Piidavkem nadbytku snadno ionizovatelného prvku naptiklad roztoku cesia lze témto

. , , +,5
interferencim zabranit”.

2.2 Pivo

Historie piva sahd az do sedmého tisicileti pfed naSim letopoctem, kdy prvni népoj
podobny dnesnimu pivu vznikl v Mezopotémiie.

Pivo je alkoholicky napoj, ktery se vyrabi se fermentaci mladiny, ktera vznika varnim
procesem z jeéného sladu a chmele. Pomoci pivovarskych kvasinek vznikd z jednoduchych
cukri (glukosy a maltosy) alkohol a oxid uhlicity.

Pivo obsahuje az dva tisice rtznych latek, z nichZ nejvice jsou zastoupené sacharidy,
bilkoviny, dale minerdly, rozpustnd vldknina, vitaminy skupiny B, a také fada
polyfenolickych slou¢enin, kterym jsou pfisuzovany antioxidacni, antikarcinogenni
a antimikrobialni G¢inky. Bylo popsano, Ze pravidelnd pfiméfend konzumace piva snizuje
vznik nékterych kardiovaskularnich chorob’. 25 g alkoholu denng, coZ odpovida necelému
1 litru 10% piva nebo zhruba 0,6 litrim 12% piva, snizuje riziko vzniku téchto onemocnéni
0 25 %. Toto porovnani bylo provadéno s lidmi, kteti alkohol nepiji viibec nebo ho konzumuji

ve vétsi mife nezZ je 25 g za den®.

2.3 Kovy v pivu

Pivo obsahuje kovy, které jsou prospésné pro zdravi clovéka, napt. vapnik, hoic¢ik, draslik,
zelezo, ale 1 takové, které jsou toxické, napt. olovo, kadmium, rtut, ty vSak v pivu na rozdil
od ostatnich napojli a potravin nejsou obsazeny vibec nebo jen ve velmi nizkych
koncentracich®. Tato skutetnost je déna zpisobem vyroby piva, ktery je povazovan za
dekontaminacni proces. Pfesto jsou maximalni koncentrace néekterych kovi v pivu
kontrolovany.

Kovy Vv pivu mohou primarné pochazet ze surovin, jako je je¢men a chmel nebo voda, déle
pak napf. z kvasinek®. Sekundarng se kovy do piva mohou dostat v prib&hu vyroby piva,
Z pouzitych zafizeni pii vyrobég, filtratnich materiald nebo nedodienim danych postupt.
Potencionalnim zdrojem kontaminace piva mohou byt také obaly jako plechovky, sudy
a tanky, ve kterych je vysledny produkt skladovan a pfepravovan. Z tohoto divodu, mineralni

slozeni piva odrazi slozeni pouzitych slozek pro vyrobu piva a odkazuje na procesy
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v produkci piva. Obsah kovl je variabilni a zavisi na kvalit¢ uZitych substratl, na typu

. . .o .10
vafené¢ho piva a na zemi pivodu piva .

2.3.1 Zelezo v pivu

Zelezo v pivu je dalezity stopovy prvek, jehoz koncentrace musi byt sledovéana®, nebot
zelezo ovliviuje vlastnosti piva, jako je chut, viing, rust kvasinek a kvalita pénéni. Vysoka
koncentrace Zeleza v pivu miize vést k omezeni ¢innosti kvasinek a tim k vytvofeni zakalu.

Kromé toho ionty Zeleza pusobi katalyticky v oxidativnich procesech probihajicich v pivu
a tim se podili na starnuti a ovliviiovani chutové stalosti piva pii jeho skladovani®. Kyslik
rozpuStény v pivu vytvari v pfitomnosti iontli zeleza reaktivni formy kysliku (02, OOH -,

H,0,, OH *) Tyto procesy popisuje Fentonova reakce (5):

Fe?* + H,0, — Fe** + OHe + OH’ (5)
Fe®*" + H,0, »Fe? + H" +O0H-.
Fe®* + OOHs — Fe?" 0, + H'

Tyto formy kysliku jsou rozhodujici pro starnouci procesy piva, protoze ochotné reaguji
Sriznymi organickymi slouceninami pfitomnymi v pivu, véetné polyfenold, alkoholi,
aminokyselin, mastnych kyselin, iso - a - kyselin, a - kyselin a B - kyselin, ¢imz neustale méni
senzoricky profil a chut'ovou stabilitu piva. Rychlost a uroven tvorby sloucenin reaktivniho
kysliku souvisi s mnozstvim iont veleza™®.

Obsah Zeleza je ovlivnén 1 kontaktem se zeleznym zatfizenim a nadobami béhem vyroby.
Jako dalsi zdroj je uvadéna kiemelina pouzivana k filtraci piva. Kiemelina obsahuje urcity
podil vyluhovatelnych latek, mezi které patii predevsim ionty kova'.

Zelezo v pivu se stanovuje nejéastdji plamenovou atomovou absorpéni spektrometrii.
Podle EBC® se mé&feni provadi s pouzitim lampy s dutou katodou pti 248,3 nm. Parametry

metody jsou uvedeny v tabulce 1.
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Tab 1 Parametry metody FAAS (Flame atomic absorption spectroscopy) stanovené EBC

c 10°

Parametr 3
g/dm’
mez detekce 0,05
opakovatelnost 0,21

reprodukovatelnost 0,91

Dale je mozné stanovit zelezo v pivu kromé jinych spektrometrickych metod jako

atomova  emisni  spektrometrie  sindukéng  vézanou  plazmou'® i metodami

nespektrometrickymi, naptiklad metodou diferencéni pulzni polarograﬁe13 nebo pomoci
neutronové aktivacni anal}'lzyM.

20



3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Chemikalie

— Kyselina dusi¢na HNO3 65 %, suprapure (Merck KGaA, Dermstadt, Germany)

— Standardni roztok Zeleza Fe(NOg3); c(Fe) = 1000 + 2 mg/l (Merck KGaA, Dermstadt,
Germany)

— Palladium Pd(NOgs); / HNO; ca. 15%, c¢(Pd) = 10,0 + 0,2 g/l (Merck KGaA,
Dermstadt, Germany)

— Kyselina L(+)askorbova, crystal extra pure (Merck KGaA, Dermstadt, Germany)

— Dihydrogenfosfore¢nan draselny KH,PO, Kysely, ¢isty (LACHEMA, Neratovice)

— Maltosa pro biochemii (Merck KGaA, Dermstadrt, Germany)

— Florisil PR. MgO.SiO,, (Applied Science Laboratories Inc, Bedford, USA)

— Acetylen C,H,, rozpustény, (Messer Technogas s.r.0., Praha)

— Argon Ar, stlaceny, Cistota 4,8 (Messer Technogas, s.r.o., Praha)

3.2 Vzorky

— Gambrinus Original 10% vy¢epni lahvové

3.3 Pristroj

— Varian SpectrAA model AA240FS

— Atomizator GTA (Graphite Tube Atomizer) 120

— Pfidatny zdroj pro ultralampy (UItrAA Lamp)

— Software pro vyhodnocovani ziskanych spekter SpektrAA (SW)

— Ultralampa s dutou katodou viceprvkova pro Fe, Cu, Cr, Ni, Mn, Co (Varian)
— Automaticky davkova¢ PSD 120

— Grafitova trubice partition tubes (coated) — GTA 63-100012-00 (Varian)
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3.3.1 Parametry pristroje

Plamenova AAS
— Vlnova délka - 248,3 nm
— Proud lampy — 10 mA
—  Sitka $térbiny - 0,2 nm
— Korekce pozadi - deuteriova lampa
— Doba méfeni vzorku — 2 s pro jedno opakovani (prodleva 2 s pfed métenim)
— Pocet méteni jednoho vzorku — 3 méfeni v ramci jednoho stanoveni

— Prutok paliva: vzduch - 13,5 I/min, acetylen - 2 I/min

Bezplamenova AAS

— Vlnova délka - 248,3 nm, 372,0 nm

— Proud lampy — 10 mA

—  Sitka $térbiny - 0,2 nm

— Korekce pozadi pti 248,3 nm - deuteriovou lampou

— Davkovany objem vzorku - 10 um

— Pocet méfeni jednoho vzorku — 3 nebo 6 méteni v rdmci jednoho stanoveni, podrobné
uvedeno ve vysledcich

— Pratok argonu - 0,3 I/min

3.4 Postup

3.4.1 Pfriprava standardu

Cisté nadobi pro ETAAS (electrothermal atomic absorption spectroscopy) bylo piedem
namaceno na min. 12 hodin do 1% HNO3,

Kalibra¢ni roztoky i standardni roztoky pro FAAS byly pfipraveny fedici fadou do
100ml nebo 50ml odmérnych ban¢k ze standardniho roztoku Zeleza c(Fe) = 1000 mg/l v 1%
HNO;. Kalibracni roztoky pro FAAS mély koncentraci 0,1 mg/1, 0,2 mg/1, 0,5 mg/1, 1,0 mg/I,
2,0 mg/l, 5,0 mg/l.

Pro kalibra¢ni kiivku v ETAAS byly zasobni roztoky zeleza o koncentracich 5 pg/l
a 250 pg/l . Automaticky davkovac¢ pfipravil kalibra¢ni fadu o koncentracich 1 pg/l, 3 pg/l
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a5 pg/l ze zasobniho roztoku 5 pg/l a kalibra¢ni fadu o koncentracich 25 pg/l, 50 pg/l
a 100 pg/l ze zasobniho o koncentraci 250 pg/l. Objemy jednotlivych roztokt byly fizeny

pomoci ptislusného softwaru.

3.4.2 Priprava vzorku

Vzorky piva byly vzdy nejprve odplynény v ultrazvukové 1azni po dobu 15 minut,
poté byly nafedény deionizovanou vodou. Béhem optimalizace ETAAS metody bylo pouZito
fedéni piva 2x, 5x, 10x a 20x. Pro FAAS bylo podle piivodni metody EBC’ pivo fedéno vzdy
2X.

Pro precisténi vzorkt piva byl pouzivan Florisil v davkovani 0,5 g adsorbentu na 5 ml
piva umistény do sklenéné kolonky. Florisil byl pied pouzitim ptecistén 10 ml 1% HNO3 pod

tlakem tak, aby ve sklenéné koloné& s Florisilem zbylo co nejméné kyseliny.

3.4.3 Priprava validacnich roztokd

Validaéni roztoky byly pfipraveny pro zjisténi spravnosti metody ETAAS jako tii sady
standardnich roztokl Zeleza o koncentracich 25 pg/l, 50 pg/l a 100 pg/l. Pro zjisténi meze

detekce a meze stanovitelnosti byly pouzity slepé vzorky, tedy 1% roztok kyseliny dusi¢né.

3.4.4 Nastaveni pfistroje

Optimalizace pfistroje pifi plamenové atomizaci byla provadéna pomoci standardniho
roztoku Zeleza o koncentraci 2,5 mg/l a optimaliza¢ni parametry jako poloha lampy a poloha
hotaku. U bezplamenové metody byla optimalizovana poloha atomizétoru. V obou ptipadech
byly parametry nastavovany tak, aby signal dosahoval nejvy$si hodnoty. V tabulce 2 je

uveden teplotni program bezplamenového atomizatoru.
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Tab 2 Teplotni program méfeni ETAAS

t
krok  proces oC
1 suseni 85
2 suSeni 95
3 suseni 120
4 zihani 700
5 zihani 700
6 omezeni proudéni plynu 700
7 atomizace 2300
8 atomizace 2300
9 ¢isténi kyvety maximalnim 2300

mnozstvi plynu

3.4.5 Postup méreni

Pii méfeni kalibracnich roztoki i vzorkd plamenovou AAS byla po signalizaci pfistrojem
kapilara pro pievod roztoku do zmlzovace ponofena do kalibraéniho roztoku nebo vzorku
a timto zptisobem byla tiikrat zmétena absorbance pro jeden roztok. Pii pouziti bezplamenové
techniky byly vzorky umistény do automatického davkovace. Vzorky byly proméfeny tiikrat
nebo Sestkrat (viz vysledky). Vyslednou absorbanci a pfepocet na koncentraci automaticky
provadél SW. S vyjimkou slepého vzorku jsou vzdy uvedené absorbance vysledkem rozdilu
naméfené absorbance a absorbance slepého vzorku. Pfi stanovovani obsahu zeleza metodou
standardniho ptidavku jsou uvedené absorbance vysledkem rozdilu nameétené absorbance

s ptidavkem standardu a absorbance vzorku bez pfidavku.
Pii méfeni pomoci bezplamenového atomizatoru bylo automaticky ptidavano 10 ul do

meéfici kyvety roztok Pd (c(Pd) =1 g/l) s 0,02 g kyseliny askorbové jako modifikator pro

zlepSeni citlivosti méfeni.

24



3.5 Vypocty
Pti vyhodnocovani ziskany dat byly pouzity nésledujici vypocty

Primeér X = ?21 X

Smérodatna odchylka SD = \/ ﬁ o (x — x)?

Relativni smérodatna odchylka (%) RSD = SD/x

Mez detekce byla vypocitana jako trojnasobek smérodatné odchylky a mez stanovitelnosti

jako desetinasobek smérodatné odchylky slepého vzorku, tedy:

Limit detekce LOD = 3-SDgymu

Limit kvantifikace LOQ

10 ' SDéumu
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4 \/YSLEDKY

4.1 Optimalizace stanoveni Zeleza ve vodnych
roztocich

Pro stanoveni koncentrace Zeleza bezplamenovou atomizaci byla v manudlu
k spektrofotometru Varian®® uvedena doporucena vlnova délka 248,3 nm pro srovnavaci
vodné roztoky o koncentracich 0, 3 a 6 pg/l. Pii této vinové délce odpovida koncentraci 6 pg/l
absorbance 0,2. Vzhledem k takto vysoké citlivosti méfeni se za téchto podminek nepodafilo
sestrojit kalibracni kiivku. Kalibra¢ni roztoky dané koncentracni urovn€ mély velky rozptyl
hodnot absorbanci. Absorbance prvniho bodu kalibracni kiivky o koncentraci zeleza 0 g/l,
tedy slepého vzorku méla, vysokou hodnotu, coz znaci pravdépodobnou kontaminaci
z prostiedi. Tak vysoka hodnota znemoziuje dal$i meteni. Ziskané hodnoty jsou uvedené pro
informaci v tabulce 3. Uvedené hodnoty absorbanci roztokti o koncentraci 1, 3, 5 ug/l byly
ziskany ode¢tenim absorbance slepého vzorku od namétenych absorbanci téchto kalibra¢nich

roztokd.

Tab 3 Kalibrace v rozsahu 0 - 5 pg/l pti 248,3 nm

¢ 10° . RSD

g/dm™ A %
0 0,3964 3,2
1 0,0442 17,7
3 0,1056 13,3
5 0,1673 7,3

“primérna hodnota (n=3)

Pro dalsi méfeni byla zvolena mén¢ citlivd rezonan¢ni ¢ara o vlnové délce 372,0 nm
a koncentrace srovnavacich roztoki byla zvysena na 25, 50 a 100 pg/l. Pti této vinové délce
neni tfeba pouzit deuteriovou lampu pro korekci pozadi. V tabulce 4 jsou uvedeny naméiené

hodnoty absorbanci kalibra¢nich roztokd.
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Tab 4 Kalibrace v koncentra¢nim rozsahu 0 — 100 pg/1 pii pii 372,0 nm

¢ 10° A RSD
g/dm’ %
0 0,0492 85
25 0,0896 55
50 0,1573 1,4
100 0,3137 0,8

“primérné hodnoty (n=3)

Spole¢né se zménou vinové délky se dale zavedla opatfeni omezujici kontaminaci
z prostiedi (kyvety na vzorky byly ma€eny minimalné na 12 hodin do 1% kyseliny dusi¢né,
byl zakryt vétraci vyvod nad bezplamenovym atomizdtorem a po dobu méfeni byl pies
automaticky davkovac a stojan na vzorky umistén ochranny poklop). To vedlo ke zmenSeni
relativni smérodatné odchylky (viz tabulka 4), z hodnoty jednotlivych naméfenych absorbanci
v zavislosti na koncentracich zeleza bylo jiz mozné sestrojit kalibra¢ni kiivku, kterd je
uvedena na obr 3. Tato kiivka méla jiz linearni charakter, determinaéni koeficient kiivky je
0,9984. Po zméné vinové délky na 372,0 nm poskytoval roztok o koncentraci 63 g/l
absorbanci 0,2. Citlivost tedy poklesla 10x. Pocet opakovani jednoho vzorku bylo zvysSeno ze
tii na Sest, protoze pii prvnim méteni byla vétSinou ziskana absorbance 2-3x vyssi neZ ostatni

namétené hodnoty a pfi Sesti opakovanych meéfenich ji bylo mozné vyloucit jako odlehlou

hodnotu.

0,3 -
0,2 -

0,1 -

y =0,0031x + 0,0046

R*=0,9984

20 40

Obr 3 Kalibra¢ni kiivka
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4.2 Optimalizace stanoveni Zeleza v pivu

Pii méfeni odplynéného piva bez dalsi Gipravy citlivost méteni klesla a nasledujici méteni
vodnych i jinych roztokt neposkytovalo odezvu. To ukazuje na fakt, ze se v pivu vyskytuji
latky, které méni vlastnosti povrchu grafitové kyvety.

Jako mozné rusivé latky byly vytipovany maltosa a KH,PO,, nebot’ se v pivu vyskytuji ve
vyznamnych koncentracich. V tabulce 5 jsou koncentrace zeleza, které byly stanovovany ve
srovnavacich roztocich a vodnych roztocich standardu o koncentraci 100 pg/l s pridavkem
mozné rusivé latky. Po zméfeni kazdé ztéchto latek byl vzdy zmétfen srovnavaci roztok
0 koncentraci 50 pg/l pro kontrolu citlivosti grafitové kyvety. 0,5 % roztok maltosy
nevykazoval vyznamné ruSivé vlivy pii samotném stanoveni standardniho roztoku
0 koncentraci 100 pg/l a nemél dopad ani na nasledujici stanoveni dalSich vzorkt. V piipadé
0,02% roztoku KH,PO, se koncentrace standardu snizila vice nez o tietinu, ale na stanoveni

nasledujicich vzorku tato slou¢enina nemé¢la vliv.

Tab 5 Vliv ptidavku maltosy a KH,PO4 na stanoveni koncentrace zeleza

Referencni Nameéfena
Meeni ¢ 10°  piidavek ¢ 10°  ROD
g/dm™ g/dm™ %
1 100 - 108,21 6,3
2 100 maltosa 99,11 1,1
3 50 - 55,27 5,0
4 100 KH2PO4 61,72 13,7
5 50 - 48,24 1,9

“priimérné hodnoty (n=6)

Dalsim krokem bylo nalézt zplsob, jak nezddouci efekty eliminovat. Pro odstranéni
interferenci byly testovany nasledujici vlivy: vliv fedéni, vliv kalibracni metody a vliv Gpravy

vzorku pied méfenim.

4.2.1 Redéni

Pro stanoveni obsahu zeleza v pivu byly zvoleny tii trovné fedéni piva: 2x, 5x a 10x. Pfi
opakovaném meéfeni (n=6) koncentrace zeleza jednoho vzorku piva mély jednotlivé odezvy

klesajici tendenci (tabulka 6). Obr 4 ukazuje zavislost absorbance na ¢ase u vzorku 10x
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zfedéného piva. Ve srovnani s obr 5 znazoriujici zavislost absorbance vodného standardniho
roztoku zeleza o koncentraci 50 pg/l na Case je kiivka zna¢né rozmyta a kromé piku Zeleza se
objevuje i dalsi pik. Po jednorazovém méfeni vzorku piva citlivost méteni klesla tak, Ze bylo

nutné vymeénit grafitovou celu.

Tab 6 Jednotlivé namétené hodnoty absorbanci v 10x zfedéném pivu

Mg¢éreni A
1 0,3117
2 0,1508
3 0,0870
4 0,0098
5 0,0029
6 -0,0076
2
1
b 8.0 - 80 Fat

Obr 4 Zavislost absorbance 10x ziedéného piva na Case (interval mezi 61,0 - 68,1 s)
— klesajici tendence jednotlivych naméfenych absorbanci vzorku piva — kiivka 1
Teplotni gradient (700 - 2300 °C) — ktivka 2

Zdroj: SW SpetrAA
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Obr 5 Zavislost absorbance standardniho roztoku zeleza (c(Fe) = 50 pg/l) na Case
(interval 61,0 - 68,1 s) — kiivka 1
Teplotni gradient (700 - 2300 °C) — k¥ivka 2

Zdroj: SW SpectrAA

Obdobny trend byl sledovan v piipadé 2x a 5x zifedéného vzorku piva (data nejsou
uvedena). Jelikoz u desetinasobného fedéni piva se interference projevovaly, bylo zvoleno
dvacetinasobné zfedéni. Ani to ovSem nestacilo na odstranéni matri¢nich efektt (data nejsou

uvedena). Proto bylo nutné hledat jinou metodu pro odstranéni rusivych vlivi.

4.2.2 Metoda standardniho pfidavku

Metoda kalibra¢ni kiivky je vhodné pro vzorky, u kterych lze zanedbat vlivy matrice.
U vzorkt, u nichz jsou vlivy matrice vyrazné, je mozné stanovit koncentraci analytu metodou
standardniho ptidavku. K10 ul vzorku 10x ziedéného bylo piiddno piesné mnozstvi
standardniho roztoku o koncentraci 50 pg/l pomoci automatického davkovace. U vzorku piva
nameétené absorbance a tedy i koncentrace zeleza tohoto vzorku mély stejny sestupny
charakter jako v pfedchozim ptipadé. Hodnoty jsou uvedeny v tabulce 7. Opét byla nutna jeji

vymeéna.
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Tab 7 Jednotlivé absorbance naméfené metodou standardniho pfidavku v 10x ziedéném

pivu

<
<
=<
(€]
2
>

0,1302
0,0466
0,0247
0,0209
0,0106
0,0058

o Ol WN B

4.2.3 Odstranéni rusivé matrice

Dalsi moznosti bylo odstranit ze vzorku piva slozky, které svymi rusivymi vlivy ovliviiuji
stanoveni nejen samotného vzorku piva, ale 1 vzorki nésledujicich a kvili nimz bylo nutné
meénit grafitovou Kyvetu. Pivo bylo precisténo pies kolonku naplnénou Florisilem. Florisil je
pevna granulovita porovita latka na bazi oxidu kiemiéitého. Pouziva se jako adsorbent pro
polarni latky v nepolarnich matricich. Tento absorbent Ize vyuzit i jako stacionarni fazi
v chromatografickych kolonach. Métenim bylo zjisténo, ze pied tim, nez se pouzije Florisil
pro odstranéni ruSivych latek, je nutné precistit samotny adsorbent, protoze jinak mize byt
obsah Zeleza ve vzorku piva navysen zelezem obsazenym v necistotach ve Florisilu. V tabulce
8 jsou namétené koncentrace zeleza ve vzorcich piva 10x a 5x ziedénych. Z téchto vzorki
byly odstranény interferenty pomoci nepiecisténého Florisilu. Tyto hodnoty lze porovnat
s hodnotami koncentraci Zeleza naméfené ve 2x ziedéném vzorku piva zbaveného rusivych
latek Florisilem piecidténym 1% kyselinou dusi¢nou. Redéni 1:1 bylo zvoleno kvilli mensimu
projevu ptipadnych zbylych necistot z adsorbentu v koncentrovanéj$im roztoku Zeleza v pivu.
Pouzitim Florisilu se podafilo odstranit nezddouci efekty, které zplsobovaly znehodnoceni
grafitové kyvety, a podafilo se ziskat konstantni hodnotu signalu a doslo ke zlepSeni RSD

(tabulka 8).
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Tab 8 Méfeni koncentraci zeleza Vv precisténém pivu

c*10° RSD

vzorek fedéni  adsorbent ol am? %

pivo 10x Florisil 430,14 34,6
pivo 5x Florisil 99,27 514
pivo 2X Cisty Florisil 41,49 145

*pramérné hodnoty (n=6)

4.3 Validace

4.3.1 Spravnost

V tabulce 9 jsou naméfené hodnoty koncentrace Zeleza ve tiech sadach valida¢nich roztoka
pro ovéieni spravnosti metody. VSechny naméfené hodnoty se od skuteénych koncentraci
zeleza neliSi o vice nez 15 %. Pro stanovovani analytu ve stopovych mnoZstvich je

patnactiprocentni chyba piijatelna.

Tab 9 Namétené hodnoty koncentrace zeleza v porovnani s referen¢nimi hodnotami

referenéni ¢ - 10° naméfend ¢ - 10° RSD Spravnost
g/dm™ g/dm™ % %
25 23,0 2,0 92,3
25 22,2 4.4 89,0
25 26,9 1,1 92,9
50 44,8 4,3 89,7
50 46,6 1,3 93,3
50 43,7 1,9 87,6
100 89,2 54 89,2
100 87,2 1,9 87,2
100 85,7 2,2 85,7

"primérna hodnota (n=6)
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4.3.2 Stanoveni LOD a LOQ (srovnani ETAAS a FAAS)

Pro stanoveni LOD a LOQ byly opakovan¢ desetkrat méfeny roztoky slepého vzorku. Tyto
hodnoty jsou uvedeny v tabulce 10 spole¢né s primérnou hodnotou vysledné koncentrace
a smérodatné odchylky pro metodu ETAAS a FAAS.

Vypoctené hodnoty meze detekce (LOD, limit of detection) a meze stanovitelnosti (LOQ,
limit of quantification) jsou uvedeny v tabulce 11.

Linearita nebyla stanovovana ani u jedné metody, protoze pii meieni FAAS je kalibracni
kiivka Zeleza zakiivena. Pii vyhodnocovani je naméfena kalibrace SW automaticky

prokladana kiivkou a tim je zakfiveni kompenzovano.

Tab 10 Porovnani ETAAS a FAAS metod (pramér a smérodatné odchylky)

Slepy vzorek Slepy vzorek

Cislo méfeni ETAAS FAAS
¢ 10° ¢ 10°
g/dm’ g/dm
1 0,251 2,0
2 0,588 0,6
3 0,196 2,3
4 0,354 2,9
5 0,978 1,9
6 0,199 -0,8
7 0,367 1,7
8 0,502 2,0
9 0,417 -0,9
10 0,386 0,2
Primér 0,424 1,2
SD 0,231 1,3

*prumérné hodnoty (n=6) )
Hodnoty metodou FAAS byly ziskany z valida¢niho protokolu VUPS
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Tab 11 Porovnani parametri ETAAS a FAAS metod

SD LoD LOQ
metoda ¢ 10° c¢-10° ¢ 10°
g/dm® g/dm® g/dm-3
ETAAS 0,23 0,69 2,31
FAAS 1,3 4.0 13

Hodnoty FAAS byly ziskany z validaéniho protokolu VUPS

Mez detekce pro bezplamenovou metodu byla stanovena na 0,69 pg/l a mez stanovitelnosti

byla stanovena na 2,31 pg/l. Tyto hodnoty jsou v porovnani s limitem detekce a kvantifikace

u plamenové metody témét 6x nizsi.

V zavére¢ném experimentu byl na stejném vzorku piva porovnan vliv ptecisténi Florisilem
na stanoveni koncentrace Zeleza v pivu a soucasné byly porovnany metody FAAS a ETAAS
(tabulka 12). V piipad¢ pouziti plamenové metody byly vysledné koncentrace Zeleza stejné
u precisténého 1 nepiecisténého piva. Hodnota koncentrace zeleza v preciSténém pivu
zméfeném metodou ETAAS byla zhruba o tfetinu niZzsi v porovnani s hodnotami namétenymi

metodou FAAS. To by mohlo byt zpisobeno pfitomnosti fosfatti v pivu (viz. tabulka 5).

Tab 12 Srovnani koncentraci Zzeleza v pivu riznymi postupy

c "10° RSD
postup gll %
A 60 1,5

B 60 14,6

C 41,49 28,5

A — ptivodni pivo odplynéné, 2x ziedéné, zméfeno metodou FAAS
B — odplynéné pivo, 2x ziedeéné, precisténo Florisilem, zméteno metotou FAAS
C — odplynéné pivo, 2x ziedéné, pieisténo Florisilem, zmé&feno metodou ETAAS
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5 DISKUZE

Pfi stanovovani koncentrace zeleza plamenovou AAS je mez detekce 0,0036 mg/l a mez
stanovitelnosti 0,012 mg/l. Cilem bylo téchto hodnot dosahnout i s pouzitim bezplamenové
techniky nebo tyto parametry zlepsit, pfedevsim citlivost, nebot’ pii méfeni koncentrace
zeleza plamenovou metodou se u fady svétlych piv pohybujeme na hrané limitu detekce.

U metod stanovujici stopova mnozstvi analytu je vzdy problémem kontaminace. Pfi
optimalizaci bezplamenové metody bylo zjisténo vysoké mnozstvi Zeleza v prostfedi, coz se
projevilo jako vysoké absorbance u slepych vzorkii. Bylo nutné zavést takova opatteni, ktera
by tuto kontaminaci omezovala. Byla zvolena méng citliva rezonan¢ni ¢ara, kyvety na vzorky
byly mac¢eny minimalné na 12 hodin do 1% kyseliny dusi¢né, byl zakryt vétraci vyvod nad
bezplamenovym atomizatorem a po dobu méteni byl pfes automaticky davkovac a stojan na
vzorky umistén ochranny poklop. Pfi neustalém dodrzovani téchto opatifeni kontaminace
poklesla na troven neovliviiujici méfeni.

Dalsim problémem byly rusivé latky v pivu, které zpisobovaly poskozeni grafitové kyvety
do té miry, Ze musela byt Casto ménéna. Podle R. Svendsen a W. Lund® Ize tento jev potlagit
dostateénym zfedénim piva, V jejich piipadé¢ 1:9. Nase vysledky toto nepotvrdily, naopak
doslo k poklesu absorbance i u dvacetinasobn¢ nafedéného vzorku piva.

Dalsim postupem bylo odstranéni interferenti pomoci sorbentu Florisil. Pro separaci
interferencich latek od analytu lze také vyuzit chromatografii S vyménou iontl. R. Svendsen
aW. Lund*® vyuzivaji pro stanoveni iontl v pivu iontové vyménnou chromatografii separaci
iontd kovli véetné Zeleza podle toho, v jaké slouceniné jsou kovy navdzané. Pied samotnou
separaci stanovuji celkové mnozstvi kovu v pivu bezplamenovou AAS. Po extrakci ptes
iontoménice (paralelné pies katex a anex), stanovili sumu téchto latek, ktera dosahovala 81 %
celkového mnozstvi Zeleza stanovené pied separaci.

Florisil ma oproti iontoméni¢i tu vyhodu, Ze neni nachylny na vysychani a nemusi se pred
pouzitim aktivovat. Pfi separaci pfes iontoméni¢e se navdzou kladné nebo zaporné nabité
slouceniny obsahujici Zelezo, Muze tedy dochazet ke ztratim u slou¢enin Zeleza Se zapornym
nabojem v pfipad€ separace pies katex, u sloucenin Zeleza s kladnym ndbojem v piipadé
separace pies anex nebo u nenabitych sloucenin zeleza v ptripadé separace pres katex 1 anex.

Snizena vytéznost metody ETAAS oproti metodé FAAS (tabulka 12) mize byt zptsobena
i interferenci fosfati vyskytujicich se v pivu. Naptiklad pfi stanovovani arsenu v pivu

metodou ETAAS se vyuzivaji k odstranéni rusivych vlivii fosfati molybdenan amonny, ktery
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vytvoii sraZeninu, jenZ tyto interference nezptsobuje. Tato moznost jiz neni piedmétem této
prace, bude testovana v ramci dalsi prace.

Pii stanovovani kovil v pivu se v né€kterych metodach vyuziva rozklad organické matrice
oxida¢nim ¢inidlem, nejéastéji koncentrovanou mineralni kyselinou v kombinaci s peroxidem
vodiku™. I. Matsushige a Elisabeth de Oliveira** tento rozklad provadsli pii 90 - 95 °C po
dobu tiech hodin. Mén& &asové naroény postup zvolili Vifas et al.’, kteii k mineralizaci
matrice vzorki piva pied méfenim pouzili mikrovinné rozkladné zatizeni.

Dalsim feSenim odstranéni nezadoucich vlivl pfi stanoveni zeleza by mohlo byt zvySeni
teploty mineralizace. V manualu pro pfistroj Varian SpektrAA™ je uvedend maximalni teplota
zihani pro stanoveni zeleza 800 °C. R. Svendsen a W. Lund 1 stanovovali celkové mnoZstvi
zeleza pfi mineralizacni teploté pro rozklad matrice 900 °C po dobu 20 sekund, ovSem na

ptistroji Perkin - EImer 5000 Zeeman.
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6 ZAVER

Podaftilo se optimalizovat metodu pro stanoveni stopového mnozstvi Zeleza ve vodnych
standardnich roztocich pomoci bezplamenného atomové absorpcni spektrometrie. Mez
detekce bezplamenové AAS byla stanovena na 0,69 ug/l zeleza, coz je hodnota témért Sestkrat
niz$i nez hodnota meze detekce u plamenové AAS. Pfi porovnani bezplamenové a plamenové
atomové absorpcni spektrometrie se musi brat v uvahu, ze méfeni pomoci jednotlivych metod
bylo provadéno pii riznych vinovych délkach a pozadi bylo méfeno pouze u plamenové
metody. Za danych podminek a ¢asové dotace k provadéni experimentu se nepodatilo metodu

zcela optimalizovat pro stanovovani zeleza v pivu.
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