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Abstrakt

Piedmétem této bakalaiské prace bylo stanoveni toxikologicky vyznamnych specii
arsenu ve vybranych néapojich (pivo, vino a jable¢né §tavy) s minimalni ipravou vzorkd,
pomoci selektivniho generovani hydridi, jejich zachytu vymrazovanim v kapalném dusiku a
detekci pomoci atomové absorpéni spektrometrie.

Ve v8ech vzorcich byl nalezen pouze anorganicky arsen, obsahy methyl
substituovanych specii byly pod mezi detekce. Zvolena metoda je vhodna pro speciacni
analyzu arsenu v napojich. Meze detekce jsou dostatecné nizké a stanoveni neni ovlivnéno
matrici vzorku. Vysledky byly také v dobré shodé se stanovenim celkového obsahu arsenu po
mineralizaci metodou ICP-MS.

Jelikoz neni uréen zadny maximalni obsah arsenu v napojich, stanovené koncentrace
byly porovnéany s limitem pro pitnou vodu (10 pug I™!). VSechny vzorky limit splnily, az na

jeden vzorek jable¢né Stavy, ktery limit pfesahl asi dvojndsobné.

Kli¢ova slova

speciacni analyza, atomova absorpcni spektrometrie, generovani hydridi, arsen, napoje



Abstract

The aim of this bachelor thesis was to determine the toxicologically important arsenic
species in beverages (beer, wine and apple juice) with minimal sample preparation.
Determination of arsenic species was performed by selective hydride generation of arsenic
hydrides with cryogenic collection under liquid nitrogen and detection by atomic absorption
spectrometry.

In all the samples only inorganic arsenic was found, methyl substituted species were
below the limit of detection. The method is suitable for speciation analysis of arsenic in
beverages. Detection limits are low enough, the determination is not influenced by the sample
matrix. The results were also in good agreement with the determination of total arsenic after
mineralization by ICP-MS.

Since there is no specified maximum arsenic content in beverages, measured
concentrations were compared with the limit for drinking water (10 pg 1'!). All samples were
under this limit, except for one sample of apple juice, which arsenic content was about twice

higher.
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Seznam zkratek a symboll

AAS
HG

CT
HG-AAS
ICP-MS
HPLC
1AS
MAs
DMAs
LOD
LOQ
WHO

Mr

atomova absorpcni spektrometrie

generovani hydridi

kryogenni past (cryotrapping)

atomova absorpcni spektrometrie s generovanim hydridi
hmotnostni spektrometrie s indukéné vdzanym plazmatem
vysokoucinna kapalinovéa chromatografie

anorganicky arsen (arsenitan + arseni¢nan)

monomethylarsen (monomethylarsenitan + monomethylarseni¢nan)
dimethylarsen (dimethylarsenitan + dimethylarseni¢nan)

mez detekce

mez kvantifikace

Svétova zdravotnicka organizace (World Health Organization)
koncentrace

relativni molekulova hmotnost

pocet métent



1 Uvod

Velké mnozstvi praci popisuje stanoveni arsenu v Zivotnim prostiedi. AvSak ¢ast,
ktera se zabyva potravinami je stejn¢ dilezita. Zajem je o stanoveni obsahu anorganického
arsenu v potravinach, zejména ryzi, tam je nedavny diikaz, ze koncentrace miize byt
vysoka, dale pak zeleniny, ovoce a ovocné §tavy, pivo a vino, mouka, kukufice a pSenice.

Anorganicky arsen je povazovan za nejtoxicteéjsi formu arsenu v potravinach a
krmivech a je klasifikovan jako karcinogen. Organické formy arsenu jsou obecné méné
toxické, nebo dokonce netoxické, napt. vétSina arsenu v rybach se vyskytuje ve forme
netoxického arsenobetainu.

Obtiz s konkrétni analyzou miize spocivat ve fazi ptipravy vzorku, napf. u¢innost
extrakce, obsah alkoholu v matrici, nerozpusténé ¢astice nebo pénéni vzorku pfi analyze.
Technika generovani hydridia (HG), jejich zachytu vymrazovanim v kapalném dusiku s je
dnes dobie znama. Hlavni vyhody jsou separace analytu od matrice, sniZzeni moznych
interferenci a dostatecna citlivost. [CP-MS ma lepsi dynamicky rozsah, citlivost lepsi o
n¢kolik Fadi, moznost stanovovat vice prvkil soucasné. Nevyhody jsou naopak vyssi
pofizovaci a provozni naklady a vliv matrice vzorku vyzaduje mineralizaci.

Cilem préce je ovétit vhodnost jednoduché metody zalozené na generovani hydrida a
vymrazovani s detekci AAS pro speciacni analyzu arsenu ve vzorcich napoji — piva, vina

a jablecnych §tav.



2 Teoreticka ¢ast

2.1 Atomova absorpéni spektroskopie

Principem atomové absorpéni spektrometrie je absorpce elektromagnetického zareni
vinové délky specifické pro dany analyt. Pokud se zvysi mnozstvi volnych atomu analytu
V pozorovaném objemu, dojde Kk vyss§i absorpci. Méfenim absorbance zafeni mtizeme
provést kvantitativni stanoveni méfeného analytu.

Vzorku musi byt dodana dostate¢na energie, aby doslo k atomizaci na volné atomy.
Zvolenim spravnych podminek atomizace ziistanou atomy v zakladnim stavu, a tedy jsou
schopné absorbovat svétlo dané vinové délky produkované vybojkou.

Rychlost a pfesnost stanoveni atomové absorpcni spektrometrie z ni ¢ini jednu z
nejoblibengjsich metod pro stanoveni kovii?.

Zakladni konstrukéni prvky atomového absorpéniho spektrofotometru jsou zdroj
zarent, ktery emituje zafeni o vinové délce, kterou stanovované atomy samy absorbuji,
absorpcni prostiedi, kde vznikaji volné atomy analytu, monochromdtor K izolaci zatreni
vhodné vinové délky primarniho zateni a detektor, ktery méni proud fotont (zafivy tok)
na méfitelny elektricky signal?.

Atom absorbuje zareni urcité vinové délky, proto je tieba pouzit zdroj, ze kterého
vychazi pouze specifické vinové délky, které stanovovany atom absorbuje. Nejcast&jsimi
priméarnimi zdroji zafeni jsou vybojky s dutou katodou a bezelektrodové vybojky?®.

Bezelektrodové vybojky jsou sklenéné baiky plnéné inertnim plynem s vhodnym
mnozstvim Kovu nebo soli prvku, ktery je stanovovan. Barika je umisténa v civce, ktera je
soucasti radiofrekvencniho generatoru, ktery dodava energii k vytvoteni stabilniho vyboje.
Produkovéno je charakteristické emisni spektrum daného kovu, které je intenzitou az o tad
vys$i nez u vybojky s dutou katodou®.

Absorp¢ni prostiedi je realizovano atomizatorem, ktery pievadi stanovované prvky
Z roztoku vzorku na atomy plynu v zdkladnim stavu. Atomizaci je mozné provést
v plamenu, elektrotermicky nebo v kiemennych atomizatorech pfi technice generovani

t&kavych slou¢enin®.



2.2 Chemické generovani hydridia

Podstatou je pievedeni analyzovaného prvku na jeho tékavy hydrid, ktery se ptivede
do proudu inertniho plynu a nasledné dochazi k atomizaci. Vyhodou je separace analytu
od matrice a to vede ke zvyseni citlivosti a k omezeni moznych interferenci®.

Jako redukéni ¢inidlo se prakticky vyhradné pouzivé tetrahydridoboritan sodny®.

Pro stanoveni celkového mnozstvi As ve vzorku je vhodné provést predredukci
pétimocnych forem As na jejich trojmocné formy vhodnym reduk¢énim ¢inidlem, jako je
L-cystein. Pétimocné formy iAs ve vzorku zreaguji s L-cysteinem na trojmocné a spolu s
trojmocnymi formami p¥itomnymi ve vzorku jsou vygenerovany v podobé arsanu’.
Tékavé arsany jsou zachyceny ve vymrazovaci trubici, poté jsou jednotlivé arsany pfi
zahfivani oddéleny a podle svého bodu varu postupné odchazeji do detektoru. Jako
atomizatory se nejcastéji pouzivaji vyhtivané kemenné trubice, nebo jejich pokrocila

verze- multiatomizator®.

2.3 Arsen

Arsen je polokov, ktery se vyskytuje v riznych organickych a anorganickych formach,
obvykle jako pétimocny arsen (arzeni¢nan, iAsY), trojmocny arsen (arzenitan, iAs'"") a
jednotlivé methylované formy arsenu (monomethylarsen (MMA), dimethylarsen (DMA),
trimethylarsen (TMA). V pfirod¢ je arsen V nizkych koncentracich béznou soucasti
hornin, ptid a vod. Biologickou aktivitou a zvétravanim se arsen uvoliiuje z hornin a piidy
do podzemnich a povrchovych vod. Kontaminace pitné vody arsenem je celosvétovy
problém. V soudasné dob& v CR neexistuji zadné maximalni limity pro arsen
V potravinach. Pro pitnou vodu je nejvyssi dovolend koncentrace stanovend Svétovou
zdravotnickou organizaci (WHO) na 10 pg 1!, Lidsk4 &innost také piispéla ke zvyseni
hladiny arsenu v zivotnim prostiedi. Naptiklad tézba a taveni kovi, nebo v zemédélstvi pii
pouziti arsenu jako soucast hnojiv nebo prostiedkd na ochranu dieva. V soucasné dobé

neni v EU dovoleno pouzivat pesticidy, které obsahuji arsen®.

2.3.1 Toxikologické vlastnosti arsenu

Slouceniny arsenu jsou vysoce jedovaté, a to jak akutné tak chronicky®. Mezi
piiznaky akutni otravy arsenem se fadi neurologické problémy, zvraceni, prijem a bolesti
bricha®. N&které jsou prokdzanymi mutageny, karcinogeny a teratogeny. Za netoxickou

slouceninu je povazovan arsenobetain, ktery je hojné pfitomen v moiskych plodech a
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rybach??, v potravinach pozemského ptivodu pievlada anorganicka forma arsenu (iAsV a
iAs'"") a jednotlivé methylované druhy arsenu.
Obecné jsou anorganické slouceniny arsenu toxictejsi nez organické, dale arsenité

specie jsou povazovany za toxi¢téjsi nez arzeniéné®.

2.3.2. Arsen v potravinach

Arsen je prvek, jehoz koncentrace musi byt sledovana. Svétova zdravotnicka
organizace doporudéila tolerovatelny tydenni p¥ijem anorganického arsenu 0,015 mg kg
télesné hmotnosti. Pro arsen byly bezpecnostni limity stanoveny pro anorganické formy.
Podobng, pro rtut’ byl stanoven bezpe&nostni limit pro organickou formu (methylrtut’)'?,
Zjisténi koncentrace potencidlné toxickych prvki a sloucenin v potravinach je ve
vefejném zdjmu a tak vyrobci potravin vyzaduji rychlé, spolehlivé metody pro presné
uréeni koncentrace téchto kontaminujicich latek v potravinach a napojich®®. Ve vétsing
zemi véetné EU a CR je celkova koncentrace arsenu sledovana pouze v pitné vodé (10 pg
I1). Shrnuti legislativnich limit{i pro obsah arsenu v potravinach bylo ned4avno
publikovano v souhrnném ¢&lanku'®. Obsah arsenu ve viné neddvno ziskal vice pozornosti.
Koncentraci arsenu ve vin€ mize ovlivnit mnoho faktori, naptiklad typ ptady, klimatické
podminky, pouzivani insekticidl a vyrobni procesy. Bylo publikovéano, Ze vyrobky
americkych vinafstvi obsahovaly vys§i koncentrace arsenu®®. Pro vino je v platnosti
ptedpis International Organisation of Vine and Wine omezujici maximalni obsah As na
200 pg I (cit. 8), pro pivo je doporuéena koncentrace do 200 pg 17! (cit. ) Navrhovany
piedpis americké Food and Drug Administration pro anorganicky arsen v jable¢nych
stavach je 10 ug I"! (cit. 1%). V CR byl maximalni piipustny obsah arsenu v ovoci a
ovocnych §tavach stanoven vyhlaskou 305/2004 Sb na 0,2 mg kg, tato vyhlaska oviem
byla zruSena v roce 2012.

Pro speciac¢ni analyzu arsenu se ¢asto pouzivaji separaéni metody s velmi citlivou
prvkové specifickou detekci, nejcasteji pomoci ICP-MS. Hojné vyuZzivana separacni
metoda pro speciacni analyzu arsenu je iontové vyménna a vysokouc¢inna kapalinova
chromatografie (HPLC)*®. U nékterych vzorki je nutné provést extrakci, kterou doprovazi
nebezpedi nedokonalé Gi¢innosti'?, nebo dokonalou filtraci vzorku, aby nedoslo k ucpani
kolony®®. Dalsi moznosti speciaéni analyzy jsou metody zalozené na generovani hydridi.
VétSina analyz s generovanim hydridi je spojovéana s atomovou absorp¢ni nebo atomovou
fluorescen¢ni spektrometrii, zatimco atomova emisni spektroskopie (AES) je vyuzivana v
mensi mite'®.
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Pristroje a pomucky

3.

3.

Atomovy absorp¢ni spektrometr AAnalyst 800, Perkin EImer (USA)
Hmotnostni spektrometr s induk¢éné vazanym plazmatem Agilent 7700x, Agilent
Technologies (USA)

Analytické vahy ABT 220-5DMs presnosti 0,01 mg (Kern, Némecko)
Ptedvazky 600-2r s presnosti 0,01 g (Kern, Némecko)

Automatické pipety (Biohit, Finsko)

Laboratorni zdroj napéti (Electro-Automatik GmbH & Co. KG, Némecko)
Pritokoméry (Omega Engineering, USA)

Mineraliza¢ni zatizeni UltraWAVE (Milestone, Italie)

2 Chemikalie

e deionizovana voda ziskand pomoci zatizeni Ultrapur (Watrex, USA)

e L-cystein hydrochlorid monohydrat (C3HsCINO,S . H20; Mr = 176; Merck, Némecko)

e hydroxid draselny, chemicky &isty (KOH; Mr = 56,11; Lachner, CR)

¢ hydroxid sodny, chemicky ¢isty (NaOH; Mr = 39,99; Lachner, CR)

e tetrahydridoboritan sodny, tabletovany po 1 g, (NaBH4, Mr = 37,83; Sigma-Aldrich,
Neémecko)

e Trizma® hydrochlorid (NH2C(CH2OH)s - HCI; Mr = 157,6; Sigma-Aldrich, Némecko)

e kyselina dusi¢na, 65% (HNOs3; Mr = 63,01; Merck, Némecko)

e Triton ® X 100 (Sigma-Aldrich, Némecko)

e Antifoam B (Sigma-Aldrich, Némecko)

e vodik, 99,95 %, (SAID, CR)

e helium, 99,998 %, (SAID, CR)

3 Standardni roztoky
Zasobni roztok iAs o koncentraci 1000 mg I byl piipraven rozpusténim oxidu
arsenitého (As20s; Mr = 197,84; Lachema, CR) v 10% hydroxidu draselném
Zasobni roztok MAs o koncentraci 1000 mg I byl pfipraven rozpusténim hexahydratu
metylarseni¢nanu disodného (Na2CH3zAsOs - 6 H20; Mr = 291,99; Chem Service,
USA) v deionizované vodé

Zasobni roztok DMAs o koncentraci 1000 mg I byl ptipraven z kyseliny
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dimethylarseni¢né (C2H7AsSO2; Mr = 137,99; Stream Chemicals, USA) v deionizované
vode.

Tyto zasobni standardni roztoky byly dale pfesné zfedény deionizovanou vodou na

koncentraci 10 mg I, Z téchto zasobnich roztokl byl piesnym fedénim deionizovanou

vodou pfipraven smésny standard (iAs, MAs, DMAS) o koncentraci 50 pg 17",

Ze smésného standardu byly fedénim 0,2% kyselinou dusi¢nou pfipraveny kalibra¢ni

standardy o koncentracich 0,5; 1 a 2 pg 1"!). Roztoky byly pfipravovany kazdy den

cerstve.

3.4 Pracovni roztoky

3.

Tetrahydridoboritan sodny 1% (m/v) v 0,1% hydroxidu draselném (m/v). Roztok byl

ptipravovan denn¢ Cerstvy. Pfi méfeni vzorkl piva byl do tohoto roztoku pridan

Antifoam B (500 pul 10% (v/v) na 100 ml roztoku) proti pénéni.

TRIS pufr o koncentraci 0,75 mol/l a pH = 6 upraveno pomoci 10% hydroxidu

draselného (m/v).

Roztok L-cysteinu 4% (m/v). U vzorki piva byl pfidan Triton® X 100 (5 ml 10%

(v/v) na 25 ml roztoku) a Antifoam B (2,5 ml 10% (v/v) na 25 ml roztoku). Roztok L-

cysteinu byl pfipravovan vzdy Cerstvy a byl pouZzivan jako piedredukéni ¢inidlo.
Standardy a slepé vzorky s nim reagovaly v pomé&ru 1:1 alespon jednu hodinu

pfed méfenim.

e Roztok vnitiniho standardu telluru o koncentraci 200 pg 1"! pro ICP-MS, byl piipraven

ziedénim 10 mg I standardniho roztoku telluru v 0,2% kyseling dusi¢né.

5 Analyzované vzorky a jejich priprava
3.5.1 Vzorky piva

e Velkopopovicky Kozel Premium (CR)

e Budweiser Budvar svétlé vycepni (CR)

e Tsingtao (Cina)

e Corona Extra (Mexiko)

e Gambrinus Original (CR)

Vzorky piva byly nejdiive odplynény v ultrazvukové lazni po dobu 10 minut. Roztok
L-cysteinu (4%), kde byl ptidan Triton® X 100 a Antifoam B, byl jesté zfedén
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deionizovanou vodou v poméru 1:1. Vzorky byly smichany s timto nafedénym roztokem

L-cysteinu v pomé&ru 1:4 a ponechany reagovat minimalné jednu hodinu.

3.5.2 Vzorky ¢erveného vina
e Merlot 2014 (Bzenec — CR)
e Modry Portugal 2014 (Borsice — CR)
e Cabernet Sauvignon 2014 (Chile)
e Shiraz Cabernet 2013 (Australie)
e Merlot 2014 (Kalifornie)
e Shiraz 2014 (Francie)

e Sangiovese a Cabernet Sauvignon 2014 (Italie)

Vzorky vina byly nafedény 2% (m/v) roztokem L-cysteinu v poméru 1:9 a ponechany

predredukci alespon jednu hodinu.

3.5.3 Vzorky jable¢nych $t’av
e Relax — 100% jable¢na stava
e Hello — 100% cerstvé vylisovana jable¢na $tava
e Toma — 100% jable¢na stava
e Hello — 100% jable¢na $t'ava
e Nase Bio — 100% jable¢na $t'ava s duZinou
e Pfanner — 100% jablecna stava
e Happy Day — 100% jable¢na Stava

e Sunny — 100% jable¢na §t'ava

Jable¢né §t'avy byly fedény 2% (m/v) roztokem L-cysteinu v poméru 1:4 a ponechany

ptredredukci alespon jednu hodinu pifed méfenim.

3.6 Stanoveni ICP-MS po mineralizaci

Do kiemennych zkumavek bylo piesné navazeno (pipetovano) asi 1,25 g vybranych
vzorku, ke kterym bylo pfidano 2,5 ml koncentrované kyseliny dusi¢né (65%). Takto

pfipravené vzorky byly nésledné umistény do zafizeni UltraWAVE. Zatizeni bylo
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natlakovano dusikem na hodnotu 35,2 bar a nasledovalo postupné zahtivani. Po dobu
dvaceti minut postupné na teplotu 200 °C, poté se deset minut drzela teplota 200 °C a
nakonec postupné chladnuti na teplotu 22 °C. Po skonceni mineralizace byly vzorky
kvantitativné ptfevedeny do vialek a doplnény deionizovanou vodou na 25 ml. Stanoveni
bylo provedeno na ICP-MS spektrometru Agilent 7700x s heliovou kolizni celou.
Pribéh méfeni byl kontrolovan kontinualnim ptidavanim vnitiniho standardu (Te 200 pg
I!). Data byla zaznamenana pomoci software Agilent Mass Hunter. Dale byla

exportovana do programu MS Excel, kde byla zpracovana.

3.7 Pouzita aparatura

Aparatura pro generator napojeny na kryogenni past byla sestavena na zékladé

predchozich praci®!®. Schéma aparatury je uvedeno na obr. 3.1.

‘e
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Obr. 3.1: Schéma pouzité aparatury HG-CT-AAS. 1 — zasobnik na vzorek, 2 — pfivod TRIS pufru, 3a,3b —
peristaltické pumpy, 4 — pfivod tetrahydridoboritanu sodného, 5 — pfivod helia, 6 — pfivod vodiku, 7 — separator
fazi, 8 — susici trubice s hydroxidem sodnym, 9 — kryogenni past s kapalnym dusikem, 10 — pfivod vzduchu, 11 —
multiatomizator, 12 — AAS, 13a,13b — spinace, 14a,14b — vypinace, 15 — autotransformator, 16 — oddé&lovaci

transformator, 17 — voltmetr, 18 — ventil pro fizeni hladiny dusiku, 19 — rotametr, 20 — odpad
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3.8 Postup méreni

Vzorek byl davkovan pomoci automatické pipety do zasobniku (obrazek 3.1) a to tim
zpusobem, ze 500 pl vzorku bylo nadavkovano do zasobniku, odkud bylo toto mnozstvi
odc¢erpano pomoci peristaltické pumpy do systému. Pro kvantitativni pfevedeni analytu
byl poté zasobnik jesté proplachnut 500 pl deionizované vody. Vzorek se nejprve smichal
s TRIS pufrem o pH 6 a poté s roztokem tetrahydridoboritanu (reduk¢ni ¢inidlo). Vzniklé
plynné arsany byly oddéleny od kapaliny v separatoru fazi a ptes susici trubici naplnénou
hydroxidem sodnym putovaly do kryogenni pasti a dale do atomizatoru. Druha
peristalticka pumpa byla vyuzita na od¢erpani kapalné faze ze separatoru. Kryogenni past
byla slozena z dlouhé kfemenné U-trubice, kterd byla omotana odporovym dratem. U-
trubice byla uzaviena ve sklenéné dvoupldstové vakuované nadobé¢ s vyvody nahote a
dole a ponofena do kapalného dusiku v Dewarové nadobé. Horni ventil na ovladani
hladiny kapalného dusiku byl fizeny poc¢ita¢em. Pokud byl ventil otevien, kapalny dusik
dosahoval nejvyssi hladiny a U-trubice byla chlazena. Po ukonceni generovani hydridi se
tento ventil uzavie, kapalny dusik je vytlaen a zapne se postupny ohiev U-trubice
napétim 25 V, které bylo regulovano pomoci laboratorniho zdroje.

Parametry HG-CT-AAS pro samotna méfeni jsou uvedeny Vv tabulce 3.1.

Tab. 3.1: Nastaveni HG-CT-AAS

As bezelektrodova vybojka,

Lampa
390 mA
Korekce pozadi Deuteriova

Teplota multiatimizatoru 900 °C
Pritok pracovnich roztokl, ml/min 1
Priitok nosného He, ml/min 75
Prutok Hz, ml/min 15

Pratok vzduchu do

multiatomizatoru, ml/min 3
Doba Ctent, s 58
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3.9 Zpracovani dat

Data byla zaznamenana pomoci programu Perkin ElImer AAwinlab, dale exportovana
do programu MS Excel, kde byla integrovana a dale zpracovana. Byla provedena vzdy
minimalné dvé méteni pro standardy a slepé vzorky a dvé méteni vzdy dvou paralelné
piipravenych vzorka. U metody standardniho pfidavku byly méfeny tii hodnoty. Vysledky
meéieni v této v praci jsou uvadény jako aritmeticky primér + smérodatna odchylka. U
sestrojenych grafli je zndzornény bod roven aritmetickému praméru a chybové tsecky

vyjadiuji smérodatnou odchylku.
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4 Vysledky

Metoda kalibracni kiivky je vhodna pouze pro vzorky, u kterych 1ze zanedbat vliv
matrice. U vzorkd, u nichz jsou vlivy matrice vyrazné, je mozné stanovit koncentraci
analytu metodou standardniho piidavku.

Pro stanoveni meze detekce (LOD) a meze stanovitelnosti (LOQ) byly opakované
méfeny roztoky slepého vzorku (n = 10). Hodnoty LOD pro jednotlivé specie byly
spocitany jako koncentrace odpovidajici tfem smérodatnym odchylkam slepého vzorku a
hodnoty LOQ jako koncentrace odpovidajici deseti smérodatnych odchylek slepého
vzorku. Tyto hodnoty jsou uvedeny v tabulkach 4.1, 4.3, 4.5.

4.1 Stanoveni arsenu v pivé

Stanoveni metodou standardniho piidavku bylo provedeno pro srovndni smérnic
kalibra¢nich kfivek, jestli je mozné zanedbat vliv matrice. Vzorky se standardnim
ptidavkem byly ptipraveny tak, ze k 1 ml vzorku piva 5x ziedéného bylo pfidano piesné
mnoZstvi standardniho smé&sného roztoku o koncentraci 50 pg 1"!. Vzorky byly
ptedredukovany roztokem L-cysteinu. Vzorky piva byly odplynény, ptesto pfi analyze
pénily, coz komplikovalo stanoveni. To bylo vyfeSeno pfidanim roztoku Triton® X 100
a Antifoam B do vzorku a Antifoam B do roztoku NaBHas. Z naméfenych dat byly
sestrojeny kalibracni grafy (Obr. 4.1a, b, ¢). Hodnoty LOD a LOQ piepoctené na

koncentraci analytu ve vzorku jsou uvedeny v tabulce 4.1.
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Obr. 4.1a: Kalibra¢ni zavislost plochy piku iAs na koncentraci standardd. 1 — standard, 2 — vzorek piva

se standardnim pfidavkem.
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Obr. 4.1b: Kalibra¢ni zavislost plochy piku MAs na koncentraci standardd. 1 — standard, 2 — vzorek

piva se standardnim ptidavkem.
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Obr. 4.1c: Kalibraéni zavislost plochy piku DMAs na koncentraci standardi. 1 — standard, 2 — vzorek

piva se standardnim ptidavkem.

Kalibra¢ni zavislosti jsou linedrni, smérnice piimky pro standard a vzorek se
standardnim ptidavkem se li§i maximalné o 7 %, matrice tedy neovliviiuje stanoveni.
Nalezené koncentrace péti vzorki piv jsou uvedeny v tabulce 4.2, zadny vzorek
nepiekrocil limit maximalniho obsahu As pro pitnou vodu, dva vzorky byly pod mezi

stanovitelnosti.
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Tab. 4.1: Hodnoty meze detekce a meze stanovitelnosti pro vzorky piva

LOD, pg 1! LOQ, pg1™!
1AS 0,15 0,50
MAs 0,28 0,94
DMAs 0,24 0,81

Tab. 4.2: Nalezena koncentrace iAs v pivé.

Koncentrace iAs

Vzorek
(ng1™)
Velkopopovicky Kozel Premium <LOQ
Budweiser Budvar svétlé vycepni <LOQ
Tsingtao 2,23+0,10
Corona Extra 2,11+0,10
Gambrinus Original 1,66 + 0,06

4.2 Stanoveni arsenu ve viné

Stanoveni metodou standardniho ptidavku bylo provedeno pro srovnani smérnic
kalibracnich ktivek, jestli je mozné zanedbat vliv matrice. Vzorky se standardnim
ptidavkem byly pfipraveny tak, ze k 0,5 ml vzorku vina 10x zfedéného bylo pfidano

presné mnozstvi standardniho smésného roztoku o koncentraci 50 pg 1!, VVzorky byly

predredukovany roztokem L-cysteinu. Vyssi obsah alkoholu ve vzorku by mohl zpusobit

problémy pi1 atomizaci, ale to bylo vyvraceno, jelikoZ byly zaznamenany stejné signaly

S a bez susici trubice, kterd byla naplnéna hydroxidem sodnym. Z namétenych dat byly

sestrojeny kalibraéni grafy (Obr. 4.2a, b, ¢). Hodnoty LOD a LOQ jsou uvedeny v tabulce

4.3.
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Obr. 4.2a: Kalibraéni zavislost plochy piku iAs na koncentraci standardt. 1 — standard, 2 — vzorek vina

se standardnim ptidavkem.
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Obr. 4.2b: Kalibra¢ni zavislost plochy piku MAs na koncentraci standardt. 1 — standard, 2 — vzorek

vina se standardnim pridavkem.
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Obr. 4.2¢: Kalibraéni zavislost plochy piku DMAs na koncentraci standardi. 1 — standard, 2 — vzorek
vina se standardnim piidavkem.

Kalibrac¢ni zavislosti jsou linearni, smérnice ptimek se 1isi maximalné o 9 %,
matrice ani obsah alkoholu ve vzorcich tedy vyrazné neovliviiuje stanoveni. Nalezené
koncentrace sedmi vzorkt vin jsou uvedeny v tabulce 4.4, Zadny vzorek nepiekrocil
limit maximalniho obsahu As pro pitnou vodu, dva vzorky byly pod mezi

stanovitelnosti a jeden vzorek nedosahl ani meze detekce.

Tab. 4.3: Hodnoty meze detekce a meze stanovitelnosti pro vzorky vina

LOD, pugl1™! LOQ, pgl1™!
i1As 0,30 1,01
MAs 0,57 1,89
DMAs 0,48 1,69

Tab. 4.4: Nalezena koncentrace iAs ve viné.

Koncentrace iAs

Vzorek
(ng!™)
Merlot (CR) 2,09+ 0,31
Modry Portugal (CR) <LOD
Cabernet Sauvignon (Chile) 3,13+0,15
Shiraz Cabernet (Australie) <LOQ
Merlot (Kalifornie) 8,45+ 0,12
Shiraz (Francie) 1,34+£0,13
Sangiovese a Cabernet Sauvignon (Italie) <LOQ
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4.3 Stanoveni arsenu v jable¢nych §tavach

Stanoveni metodou standardniho piidavku bylo provedeno pro srovnani smérnic
kalibra¢nich ktivek, jestli je mozné zanedbat vliv matrice. Vzorky se standardnim
ptidavkem byly pfipraveny tak, Ze k 1 ml vzorku jablecné §t'avy 5x zfedéné bylo ptidano
piesné mnozstvi standardniho smésného roztoku o koncentraci 50 pug 1!, Vzorky byly
predredukovany roztokem L-cysteinu. Obsah arsenu u jable¢nych §tav s duzinou byl
stejny, at’ uz byl vzorek piefiltrovan ¢i nikoliv. U metody HG-CT-AAS tedy neni filtrace
vzorku nutnd a tim se analyza zjednodusuje a zrychluje. Z namétenych dat byly sestrojeny

kalibra¢ni grafy (Obr. 4.3a, b, ¢). Hodnoty LOD a LOQ jsou uvedeny v tabulce 4.5.

=
N

Plocha piku
o o
o o =
w

o
~

o
(N)

O 1 1 1 1 1 1 1 1
0 500 1000 1500 2000 2500

¢, pg mlt

Obr. 4.3a: Kalibra¢ni zavislost plochy piku iAs na koncentraci standardi. 1 — standard, 2 — vzorek
jable¢né §tavy (Sunny) se standardnim ptidavkem, 3 — vzorek jable¢né $tavy (Happy Day) se

standardnim pfidavkem.
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Obr. 4.3b: Kalibra¢ni zavislost plochy piku MAs na koncentraci standardt. 1 — standard, 2 — vzorek

jable¢né §tavy se standardnim piidavkem. Tteti kiivka neni zobrazena — je shodna s druhou.
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Obr. 4.3c: Kalibraéni zavislost plochy piku DMAs na koncentraci standardi. 1 — standard, 2 — vzorek

jable¢né §tavy se standardnim piidavkem. Tieti kiivka neni zobrazena — je shodna s druhou.

Kalibra¢ni zavislosti jsou linearni, smérnice piimek se 1isi o 11 - 24 %. U
vzorkl jable¢nych $t'av je vliv matrice na stanoveni vétsi, ale presto bylo dosazeno
piijatelnych vysledkii. Pro budouci praci by bylo vhodné piipadné pouziti vyssiho
ziedéni vzorkl. Nalezené koncentrace osmi vzorki jablecCnych §tav jsou uvedeny
Vv tabulce 4.6, pouze jeden vzorek ptekrocil limit maximalniho obsahu As pro pitnou
vodu a ostatni vzorky by limit pro pitnou vodu splnily. Jeden vzorek byl pod mezi

detekce metody.
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Tab. 4.5: Hodnoty meze detekce a meze stanovitelnosti pro vzorky jable¢nych §tav

LOD, pug 1! LOQ, pugl1™!
1As 0,15 0,50
MAs 0,28 0,94
DMAs 0,24 0,81

Tab. 4.6: Nalezena koncentrace iAs v jable¢nych §tavach.

Koncentrace iAs

Vzorek

(ng1™)
Relax 1,67 £0,07
Hello 8,19+0,13
Toma 0,53+0,12
Hello ,,2¢ 23,36 £ 0,17

Nase Bio <LOD
Pfanner 0,53+0,11
HappyDay 6,82 +0,23
Sunny 1,69 + 0,08

4.4 Srovnani s ICP - MS

Vybrané vzorky s vys$sim obsahem anorganického arsenu stanovené metodou
HG-CT-AAS byly pro kontrolu analyzovany i pomoci ICP-MS po mineralizaci, kde
byl stanovovan celkovy arsen. V tabulce 4.7 jsou meze detekce a kvantifikace tohoto
postupu. Metodou HG-CT-AAS bylo dosazeno podobnych mezi detekce, navic v§ak
poskytuje speciacni informaci a provozni naklady jsou vyrazné niz8i. Z obrazku 4.4
vyplyva, zZe obsahy arsenu stanovené obéma metodami jsou v dobré shod¢. Dale se
potvrzuje, Ze vzorky napoju skutecné€ obsahuji pouze anorganickou formu arsenu,

dalsi slou€eniny arsenu se v téchto vzorcich nevyskytuji.

Tab. 4.7: Mez detekce a kvantifikace metody ICP-MS.
LOD (ug 1) 0,33

LOQ (ug1™) 1,10
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Obr. 4.4: Porovnani celkového obsahu As metodou ICP-MS a obsahu iAs stanoveného metodou HG-

CT-AAS u vybranych napoju. 1 — pivo Corona Extra, 2 — pivo Tsingtao, 3 — jable¢na §tava Happy Day,

4 — jablecna st'ava Hello ,,2%, 5 — ¢ervené vino Cabernet Sauvignon, 6 — ¢ervené vino Merlot.
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5 Zavér

Cilem této prace bylo stanoveni toxikologicky vyznamnych specii arsenu v napojich
(pivo, vino a jable¢né stavy). Bylo zjisténo, Ze vzorky obsahuji jen anorganicky arsen.
Methylované slouceniny nebyly detekovany. Obsah arsenu byl porovnavan s limitem pro
pitnou vodu (10pg 1I™!). Vsechny vzorky tento limit splnily, aZ na jeden vzorek jable¢né
Stavy, ktery limit piesahl asi dvojnasobné. Nalezené koncentrace anorganického arsenu
metodou HG-CT-AAS a celkovy obsah arsenu stanoven pomoci ICP-MS po mineralizaci
shoduji. Metoda HG-CT-AAS je tedy vhodnou metodou pro analyzy arsenu v napojich. Je
instrumentalné jednoducha a dostate¢né citliva, dosahuje srovnatelnych mezi detekce jako
ICP-MS, a provozni néklady jsou niZ§i. Navic poskytuje informaci o speciaci arsenu ve

vzorku.
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